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RESUMO  
 
A biomassa lignocelulósica é uma fonte de energia facilmente encontrada na natureza e 
atualmente é aplicada à produção de etanol celulósico. A hidrólise enzimática dessa biomassa 
corresponde a um passo crucial na obtenção de açúcares fermentáveis e requer enzimas 
altamente estáveis. Portanto, as enzimas termofílicas são uma alternativa promissora devido à 
alta estabilidade sob elevadas temperaturas. No entanto, o principal desafio tem sido a 
produção de enzimas termofílicas em hospedeiros mesofílicos com alto rendimento e baixo 
custo. Com isso, o objetivo deste projeto foi realizar uma análise da secreção de diferentes 
enzimas hipertermofílicas após clonagem no vetor pEXPYR+ e, posteriormente, 
transformação em Aspergillus nidulans A773. Para isso, foram selecionados seis genes alvos: 
xilanase GH10 (them1; Tpet_0854) arabinanase GH43 (them4; Tpet_0637), 
arabinofuranosidase GH51 (them5; Tpet_0631), endoglucanase GH12 (tcel1; o-Egla), 
endoglucanase GH12 (tcel6; ZP#4) e endoglucanase processadora GH5 (tcel4; E1 ). Os genes 
tcel1, tcel4 e tcel6 foram clonados de Pyrococcus furiosus, Pyrococcus abyssi e Caldivirga 
maquilingensis, e them1, them4 e them5 foram clonados de Thermotoga petrophila. 
Inicialmente, a produção das enzimas hipertermofílicas foi analisada por SDS-PAGE em que 
foi possível identificar apenas a secreção de xilanase GH10 (Them1). Partindo desses 
resultados, avaliou-se a expressão dos genes alvo por qPCR e os resultados demonstraram 
que, quatro dos seis genes termofílicos foram bem expressos em A. nidulans. Selecionou-se 
xilanase GH10 (Them1) e arabinofuranosidase GH51 (Them5) para avaliar a 
expressão/secreção e produção após o cultivo em diferentes concentrações do indutor (0,01; 
0,1; 1; 2; e 5,0% de maltose). Além disso, buscando solucionar o problema de secreção 
adicionou-se sítios de N-glicosilação na sequência da arabinofuranosidase GH51 (Them5), 
mimetizando os sítios identificados em uma proteína homóloga de A. nidulans. Por último, 
realizou-se uma análise comparativa de expressão/secreção e produção de uma xilanase GH10 
homóloga (xlnE/AN7401) em relação à xilanase heteróloga. 
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ABSTRACT 
 
Lignocellulosic biomass is a source of energy easily found in nature and is currently applied 
to the production of cellulosic ethanol. The enzymatic hydrolysis of this biomass corresponds 
to a crucial step in obtaining fermentable sugars and requires highly stable enzymes. 
Therefore, thermophilic enzymes are a promising alternative because of the high stability at 
elevated temperatures. However, the main challenge has been the production of thermophilic 
enzymes in mesophilic hosts with high efficiency and low cost. Therefore, the objective of 
this project was to perform an analysis of the secretion of different hyperthermophilic 
enzymes after cloning in pEXPYR+ vector and, later, transformation in Aspergillus nidulans 
A773. For this, six target genes were selected: xylanase GH10 (them1, Tpet_0854) 
arabinanase GH43 (them4, Tpet_0637), arabinofuranosidase GH51 (them5, Tpet_0631), 
endoglucanase GH12 (tcel1; o-Egla), endoglucanase GH12 (tcel6; ZP # 4) and endoglucanase 
GH5 processor (tcel4; E1). The tcel1, tcel4 and tcel6 genes were cloned from Pyrococcus 
furiosus, Pyrococcus abyssi and Caldivirga maquilingensis, and the genes them1, them4 and 
them5 were cloned from Thermotoga petrophila. Initially, the production of the 
hyperthermophilic enzymes was analyzed by SDS-PAGE in which it was possible to identify 
only the secretion of the xylanase GH10 (Them1). From these results, the expression of the 
target genes by qPCR was evaluated and the results demonstrated that four out the six 
thermophilic genes were well expressed in A. nidulans. The GH10 xylanase (Them1) and 
arabinofuranosidase GH51 (Them5) were selected to evaluate expression/secretion and 
production after culturing at different inducer concentrations (0.01, 0.1, 1; 2, and 5.0%). In 
addition, in order to solve the secretion problem, N-glycosylation sites were added in the 
arabinofuranosidase sequence GH51 (Them5), mimicking the identified sites in an A. 
nidulans homologous protein. Finally, a comparative expression/secretion analysis and the 
production of a homologous GH10 xylanase (xlnE/AN7401) in relation to the heterologous 
xylanase was performed. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 O aumento da demanda por energia renovável e a preocupação com o aquecimento 
global têm impulsionado a busca por novas fontes energéticas, dentre as quais, destaca-se a 
biomassa lignocelulósica. A biomassa lignocelulósica é resultante, principalmente, da 
atividade agrícola e agroindustrial, sendo composta majoritariamente por celulose, 
hemicelulose, pectina e lignina. A conversão de seus polímeros constituintes pode dar origem 
a diversos produtos de interesse como detergentes, surfactantes e biocombustíveis (Ries et al., 
2013; Iacono et al., 2016). 
 Um dos maiores desafios atuais na obtenção de produtos a partir da lignocelulose está 
em sua alta recalcitrância. Para diminuir essa recalcitrância é necessário que a biomassa passe 
por uma etapa de pré-tratamento, que pode ser químico, físico e/ou biológico, e tem como 
intuito a desestruturação da parede celular vegetal. Assim, este processo deve facilitar a etapa 
seguinte, tornando os diversos polissacarídeos mais acessíveis à ação enzimática. Nesta etapa, 
uma variedade de enzimas irá promover a degradação desses polissacarídeos a seus 
monômeros constituintes tais como glicose, xilose, ácido fenólico, entre outros (Turner et al., 
2007; Chundawat et al., 2011). 
 As celulases e hemicelulases são as principais enzimas responsáveis pela degradação 
dos polissacarídeos presentes na parede vegetal. Uma das principais fontes para a produção 
dessas enzimas são os fungos filamentosos e, entre eles, espécies dos gêneros Aspergillus, 
Penicillium e Trichoderma são os mais conhecidos e amplamente utilizados industrialmente 
devido à sua capacidade em secretar grandes quantidades de enzimas (Sharma et al., 2016). 
Contudo, a maioria dos bioprocessos envolvendo enzimas são operados acima de 50 ºC, tanto 
por facilitar a desconstrução da biomassa quanto por reduzir a taxa de contaminação, o que 
pode levar à inviabilidade no uso de uma série de coquetéis (Gladden, 2013). 
Algumas bactérias e Archaeas termofílicas são capazes de produzir enzimas 
celulolíticas ativas e estáveis em altas temperaturas. No entanto, estes microrganismos 
geralmente produzem baixas quantidades dessas enzimas, o que impossibilita a produção em 
larga escala nestes organismos. Assim, a expressão de enzimas termofílicas em fungos 
filamentosos mostra-se uma alternativa promissora, que apresenta boa relação custo-
benefício, além de vantagens como maior facilidade de extração e elevadas concentração 
dessas proteínas (Gladden, 2013). 
Contudo, ainda são poucos os trabalhos voltados ao estudo dessas enzimas e dos 
processos bioquímicos nos quais podem participar (Blumer-schuette et al., 2008). Dessa 
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maneira, são necessários mais estudos relacionados aos mecanismos de secreção, aos 
processos envolvidos na regulação gênica, glicosilação e síntese de proteases, com a 
perspectiva de aumento da produção e secreção destas enzimas termofílicas em fungos 
filamentosos mesofílicos (Bergquist et al., 2004). 
Diante do exposto, este projeto teve como objetivo avaliar a expressão e secreção de 
diferentes proteínas termofílicas heterólogas em Aspergillus nidulans, sendo elas: xilanase 
GH10 (them1), arabinanase GH43 (them4), arabinofuranosidase GH51 (them5), 
endoglucanase GH12 (tcel1; o-egla), endoglucanase GH12 (Tcel6; ZP#4) e endoglucanase 
processiva GH5 (tcel4; E1).  Os genes das proteínas Tcel1, Tcel4 e Tcel6 são provenientes 
das arquéias Pyrococcus furiosus, Pyrococcus abyssi e Caldivirga maquilingensis, 
respectivamente, enquanto que os de Them1, Them4 e Them5 foram isolados da bactéria 
hipertermofílica Thermotoga petrophila (Wang et al., 2011). 
 
2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
2.1 Biomassa lignocelulósica e biorefinaria 
Atualmente, há uma busca para redução e/ou substituição da utilização de 
combustíveis fósseis. Essa redução se deve ao aumento no custo dos produtos de origem 
fóssil, à alta demanda energética associada ao aumento na emissão de gases de efeito estufa 
(Ries et al., 2013). 
Estes fatores têm impulsionado o desenvolvimento e utilização de diferentes tipos de 
energias renováveis. Neste sentido, o conceito de biorefinaria se torna um modelo-chave para 
viabilizar o (re)aproveitamento de diversos resíduos gerados a partir da atividade humana. A 
biorefinaria (Figura 1) é um sistema que pode utilizar como matéria-prima diferentes 
resíduos, tais como os lignocelulósicos gerados a partir da atividade agrícola e/ou 
agroindustrial, bem como os urbanos, para extração de produtos intermediários, os quais serão 
aplicados na produção direta de produtos como o etanol, detergentes, surfactantes, entre 
outros (Turner et al., 2007). 
Estudos indicam que o setor de produtos químicos e biopolímeros movimentaram em 
torno de US$ 466,6 bilhões em 2016, sendo previsto um crescimento de 8,9% até 2021 
(Iacono et al., 2016). 
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Figura 1 - Esquema representando o sistema de biorefinaria e os diferentes produtos obtidos a partir 
do processamento da matéria prima (Adaptado de Turner et al., 2007). 
 
Atualmente, o Brasil é o segundo maior produtor de etanol do mundo, produzindo 
28% do total mundial, sendo que EUA lidera o mercado com 58% do total produzido 
(Renewable Fuel Association, 2015). De Acordo com dados da Companhia Nacional de 
Abastecimento (CONAB), na safra 2015/2016 o Brasil produziu em torno de 665,5 mil 
toneladas de cana de açúcar, o que resultou em 30 bilhões de litros de etanol (CONAB, 2016). 
Os biocombustíveis de primeira geração são obtidos a partir de caldos ricos em 
sacarose, do amido ou de óleos oriundos de diferentes culturas vegetais, utilizando-se 
tecnologias convencionais e bem estabelecidas no mercado. Entretanto, os níveis de produção 
ainda são considerados abaixo da demanda. Neste sentido, nos últimos anos diversos estudos 
têm sido realizados visando a produção do etanol de segunda geração (2G). O etanol 2G é 
obtido a partir do processamento de resíduos lignocelulósicos gerados da atividade agrícola e 
agroindustrial. Dentre eles estão a palha e o bagaço da cana de açúcar, o sabugo de milho, a 
casca de soja, etc. Esta tecnologia pode ser uma alternativa viável para o aumento da 
produção de etanol, pois não demanda aumento na área plantada e pode ter um papel 
fundamental na diminuição dos impactos ambientais, como redução nas emissões de dióxido 
de carbono (Araujo et al., 2013). 
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A partir da utilização da energia presente na biomassa lignocelulósica estima-se que 
seja possível aumentar em até 40% a produção de biocombustíveis (Buckeridge et al., 2014). 
Entretanto, alguns fatores técnico-econômicos ainda impedem a produção eficiente e 
competitiva de etanol 2G no Brasil e no mundo. Uma destas limitações está em diminuir a 
recalcitrância da biomassa lignocelulósica, sendo que para isso há a necessidade de pré-
tratamento da matéria-prima. O pré-tratamento pode ser químico, físico ou biológico e tem 
como objetivo diminuir a recalcitrância do material lignocelulósico, seja por meio da remoção 
de alguma das frações de hemicelulose ou lignina, seja pela alteração na estrutura da parede 
celular vegetal, de maneira que favoreça a etapa subsequente de degradação enzimática 
(Mohanram et al., 2013). 
Nesta etapa (Figura 2), considerada crucial para a produção de etanol 2G, um 
conjunto de enzimas deve atuar eficiente e sinergicamente para a conversão da biomassa em 
açúcares simples, os quais serão então utilizados na fermentação alcoólica ou aplicados no 
contexto de uma biorefinaria (Chundawat et al., 2011).  
 
 
Figura 2 - Etapas para a obtenção do etanol celulósico (Adaptado de Yokogawa, 2014). 
   
Diversos grupos de microrganismos como bactérias e fungos são capazes de utilizar a 
biomassa vegetal como fonte de carbono. Estes são eficientes em produzir diversas enzimas 
que degradam a celulose e a hemicelulose, destacando-se assim como proeminentes fontes de 
biocatalisadores (Sharma & Tewari, 2016). 
Atualmente, estão comercialmente disponíveis alguns coquetéis enzimáticos voltados 
à degradação de biomassas lignocelulósicas na biorefinaria. Dentre eles podem ser citados o 
Cellic CTec e o Cellic HTec, ambos da Novozymes e o Accellerase da Genecor (Rajan & 
Carrier, 2014). Estes coquetéis têm sido constantemente modificados pelas empresas 
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produtoras visando melhorias na eficiência do processo, aumentando, consequentemente, a 
produção do etanol 2G (Iacono et al., 2016). Contudo, as enzimas utilizadas na produção de 
etanol 2G compreendem cerca de 20-40% do custo total da produção, conforme avaliado pelo 
National Renewable Energy Laboratory (NREL) nos EUA. 
Associado ao custo das enzimas, um levantamento realizado pela Freedonia Group, 
especialista em pesquisas de mercado no ramo industrial, prevê um aumento mundial na 
demanda de enzimas em torno de 4,0% até 2021. Este aumento deve-se à melhoria na renda 
per capita de países em desenvolvimento que impulsionam a aplicação de enzimas em 
diversos setores da indústria como o de alimentos, bebidas, cosméticos e biocombustíveis 
(Freedonia, 2018). 
 
2.2 Enzimas ativas em carboidratos (CAZymes)  
As enzimas responsáveis pela clivagem de estruturas complexas como a lignocelulose, 
bem como aquelas associadas à biossíntese e ao metabolismo de carboidratos são chamadas 
de Carbohydrate-Active Enzymes (CAZymes) (Lambertz et al., 2014). As chamadas 
CAZymes são produzidas por uma diversidade de organismos tais como bactérias, fungos e 
plantas, os quais fazem uso dessas enzimas para clivar ou modificar ligações glicosídicas de 
diversos polissacarídeos, dentre eles, a celulose e hemicelulose componentes de parede celular 
vegetal (Munir et al., 2014). A classificação dessas enzimas se dá de acordo com a 
similaridade em suas sequências e estruturas tridimensionais, sendo organizadas no banco de 
dados CAZy (www.cazy.org/) em seis grandes classes: glicosil hidrolases (GHs), glicosil 
transferases (GTs), polissacarídeo liases (PLs), esterases de carboidrato (CEs), atividades 
auxiliares (AAs) e módulos de ligação a carboidratos (CBMs) (Cantarel et al., 2009). 
As GHs constituem o grupo com a maior quantidade de enzimas identificadas e 
caracterizadas, correspondendo a cerca de 47% das CAZymes. Estas enzimas são 
responsáveis pela hidrólise e/ou transglicosilação de ligações glicosídicas; GTs promovem a 
biossíntese de ligações glicosídicas a partir da transferência de açúcares a uma variedade de 
receptores; PLs clivam ligações glicosídicas através de um mecanismo de β-eliminação; 
(Cantarel et al., 2009); CEs hidrolisam ésteres presentes nos carboidratos; AAs constituem  a 
classe mais recentemente criada, possuem atividade do tipo redox e atuam em conjunto com 
outras CAZymes na degradação de polímeros; os CBMs são domínios estruturais não 
catalíticos, os quais têm a função de  ancorar as CAZymes a regiões específicas de 
polissacarídeos, possibilitando assim maior eficiência na atuação da enzima (Cantarel et al., 
2009). 
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Apesar da variedade de CAZymes, membros da classe GH são os mais comumente 
utilizados para composição de coquetéis enzimáticos. Tais coquetéis podem ser utilizados 
tanto para produção de etanol de primeira geração, principalmente no caso dos EUA que 
utilizam o amido do milho como fonte de carboidratos, quanto na produção de etanol 2G, e, 
de maneira ampla, diversos outros compostos que podem ser produzidos no contexto da 
biorefinaria. Dentre as enzimas que compõe estes coquetéis, destacam-se as celulases e 
hemicelulases (Iacono et al., 2016; Rajan & Carrier, 2014). 
 
2.3 Enzimas Celulolíticas 
A celulose é o principal constituinte da parede celular vegetal e também uma das 
fontes de energia mais abundante e renovável do planeta. Ela é constituída de unidades de D-
glucose unidas por ligações β-1,4, estas moléculas estão organizadas em camadas de fibras 
estabilizadas entre si por ligações de hidrogênio, o que lhes conferem resistência gerando um 
polímero de alta recalcitrância (Cheng et al., 2011). 
As celulases compreendem um grupo de enzimas que promovem a hidrólise da 
celulose em glicose, sendo essas pertencentes à classe das GHs. Estas enzimas são 
classificadas de acordo com sua atuação na fibra, sendo então denominadas endoglucanases, 
exoglucanases e β-glicosidases (Juturu & Wu, 2014). 
As endoglucanases (EGLs - EC 3.2.1.4) são responsáveis pela hidrólise de ligações 
internas de microfibrilas localizadas em regiões amorfas da celulose, levando à diminuição do 
grau de polimerização do polímero, aumentando consequentemente a concentração de 
extremidades redutores no meio. As exoglucanases ou celobiohidrolases (CBHs - EC 
3.2.1.91) atuam em extremidades redutoras (CBHI) ou não redutoras (CBHII) da celulose 
removendo moléculas de celobiose. Finalmente, as β-glicosidases (BGLs - EC 3.2.1.21) 
clivam celo-oligossacarídeos e/ou celobiose para liberação de glicose (Figura 3) (Sharma & 
Tewari, 2016). Este complexo enzimático atua sinergicamente no substrato (Adams & Kelly, 
1995; Dutta & Wu, 2014) e atualmente vem sendo amplamente utilizado em coquetéis 
juntamente com as hemicelulases visando melhorar a degradação da parede celular vegetal 
(Hu et al., 2013). 
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Figura 3 - Degradação enzimática da celulose por enzimas celulolíticas (Adaptado de Dutta & Wu, 
2014). 
 
2.4 Enzimas Hemicelulolíticas  
Na parede celular vegetal, a celulose está fortemente unida à hemicelulose, uma classe 
de polissacarídeos heterogêneos compostos por pentoses, hexoses e seus ácidos urônicos. A 
quebra da hemicelulose tem papel fundamental tanto na acessibilidade da celulose para ação 
de celulases, quanto na conversão desses polímeros em compostos de interesse industrial, 
sendo que a degradação eficiente e completa somente pode ser obtida pela ação de uma série 
de hemicelulases atuando sinergicamente (Sánchez, 2009). 
Dentre diferentes polímeros que constituem a classe das hemiceluloses, a xilana é o 
principal componente. Esta é constituída por uma cadeia de resíduos de D-xilose unidos por 
ligações β-1,4 que podem conter diferentes ramificações, tais como α-L-arabinofuranose, D-
galactose, ácido D-glucurônico e agrupamentos acetil. Além disso, algumas dessas cadeias 
laterais podem ser esterificadas com ácido ferúlico e/ou p-coumárico (Sánchez, 2009). Devido 
à complexidade, para que a xilana seja convertida em unidades de xilose, é necessária a ação 
conjunta de um conjunto de enzims chamado de complexo xilanolítico. Este complexo é 
composto por endoxilanases (EC 3.2.1.8) que promovem a hidrólise de ligações β-1,4 no 
interior da cadeia de xilana liberando xilo-oligossacarídeos, estes por sua vez são convertidos 
em xilose pela ação das β-xilosidases (EC 3.2.1.37) (Figura 4) (Polizeli et al., 2005). 
Para a conversão total da xilana, é necessária ainda a atuação de enzimas acessórias, 
tais como arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55) responsáveis pela clivagem entre a arabinose 
que está ligada à cadeia central de xilose; glucuronidases (EC 3.2.1.139) que clivam ligações 
α-1,2 entre o ácido D-glucurônico e a cadeia central; acetil xilana esterases (EC 3.1.1.72) 
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promovem a clivagem entre o ácido acético e a D-xilose; e por fim feruloil esterases que 
clivam ligações éster entre o ácido fenólico e a arabinofuranose (Polizeli et al., 2005; 
Sánchez, 2009). 
 
 
Figura 4 - Degradação enzimática da hemicelulose por enzimas hemicelulolíticas (Adaptado de Dutta 
& Wu, 2014). 
 
Diferentemente da maioria dos bioprocessos que utilizam matérias-primas bem 
caracterizadas, a biomassa lignocelulósica possui alta complexidade e variedade estrutural. 
Esta estrutura pode variar de acordo com a origem vegetal, o local em que foi cultivada e até 
mesmo pode sofrer variações sazonais (Iacono et al., 2016). Neste sentido, as tecnologias 
mais favoráveis na conversão desta biomassa heterogênea são aquelas que oferecem maior 
versatilidade quanto às variações dessa matéria-prima e maior robustez frente aos desafios da 
sua utilização nos processos biológicos. Com isso, a utilização de microrganismos 
termofílicos e/ou enzimas termoestáveis pode ser vantajosa no processo de degradação 
enzimática da biomassa (Blumer-schuette et al., 2008). 
 
2.5 Enzimas termofílicas 
Com o desenvolvimento de novas tecnologias, como a metagenômica, foi possível 
explorar ambientes e alcançar um potencial genômico que até então pareciam inacessíveis. 
Estas tecnologias ofereceram a oportunidade de desvendar a fisiologia, a bioquímica e a 
evolução de microrganismos extremófilos, tais como aqueles capazes de viver em 
temperaturas elevadas (Gomes et al., 2007). 
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Estes microrganismos que vivem em temperaturas elevadas são classificados como 
termofílicos. Este grupo está divido em termofílicos moderados e são representados por 
bactérias, arquéias e alguns eucariotos como por exemplo os fungos filamentosos; 
termofílicos extremos, capazes de crescer entre 65 e 85 °C; hipertermofílicos com 
temperaturas de crescimento entre 85 e 121 ºC, sendo que a partir de 65 ºC apenas bactérias e 
arquéias são capazes de crescer otimamente (Gomes et al., 2007; Turner et al., 2007). 
A adaptação desses microrganismos à termofilia se deve principalmente às mudanças 
evolutivas em seu DNA, membrana plasmática e proteínas. A capacidade das proteínas 
produzidas por estes microrganismos em catalisar reações em ambientes extremos vem 
despertando interesse na compreensão dos mecanismos estruturais que lhes conferem 
resistência ou ainda na importância que podem conferir aos processos biotecnológicos (Vieille 
et al., 2001). 
Estudos mostram que proteínas provenientes de organismos termofílicos possuem 
estruturas semelhantes a de suas parentes mesofílicas sendo que, até então, não foram 
descritas características exclusivas dessa classe de enzimas (Li et al., 2005). Porém, uma 
combinação de pequenas modificações estruturais como sequência de aminoácidos, interações 
(ligações de hidrogênio, pontes dissulfeto, interações hidrofóbicas) e maior rigidez da 
estrutura são descritas como elementos que podem favorecer a estabilidade da molécula 
(Vieille et al., 2001; Li et al., 2005; Xie et al., 2006). 
Entre outros fatores de termoestabilização, podem ser citados também alguns fatores 
externos como presença de solutos, proteínas ligantes, coenzimas, ativadores, poliaminas e do 
próprio substrato ocupando e protegendo o sítio ativo da enzima. Além disso, alguns tipos de 
sais também podem auxiliar na estabilidade ao interagir com a estrutura da molécula, 
diminuindo a atividade de água sobre a proteína (Gomes et al., 2007). 
Estas características fazem das enzimas termofílicas excelentes catalizadores 
biológicos para serem utilizados em escala industrial pois, ao atuarem em temperaturas mais 
elevadas, podem aumentar a solubilidade do substrato, elevar a taxa de reação pela redução da 
viscosidade do meio e também apresentar maior facilidade de purificação. Ainda, estas 
enzimas estão menos propensas a ação de proteases e alguns solventes orgânicos, o que se 
deve à maior rigidez da molécula e menor exposição do seu sítio ativo. Além disso, é possível 
diminuir os riscos de contaminação do processo por microrganismos mesofílicos (Li et al., 
2005; Gomes et al., 2007; Linares-pastén et al., 2014). 
Algumas enzimas termofílicas são bem caracterizadas e amplamente comercializadas. 
Entre elas, a Taq polimerase utilizada em técnicas de biologia molecular para amplificação de 
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fragmentos de DNA, proteases e lipases utilizadas como complemento em detergentes, 
auxiliando na remoção de manchas e sujeira, e α-amilases aplicadas no processamento 
industrial do amido. Além disso, algumas outras enzimas também podem ser empregadas em 
diagnósticos clínicos e no tratamento de resíduos (Gomes et al., 2007). Algumas xilanases 
termofílicas também são utilizadas na indústria de papel, hidrolisando o xilano sob 
temperaturas elevadas e condições alcalinas, facilitando a liberação da lignina da polpa e 
promovendo o seu branqueamento, o que reduz a utilização do cloro como agente 
branqueador (Shallom & Shoham, 2003).  
Além dos exemplos já citados, algumas empresas líderes mundiais na produção de 
enzimas já desenvolveram coquetéis enzimáticos contendo enzimas termofílicas como o 
Multifect AA 21L produzido pela Dupont e os Termamyl e Liquozyme elaborados pela 
Novozymes (Linares-pastén et al., 2014). 
Enzimas termofilicas também são aplicadas em biorefinarias para o processamento de 
resíduos municipais e geração de energia. No ano de 2017, foi implementada a primeira 
biorefinaria em escala comercial que é capaz de transformar resíduos urbanos em energia 
utilizando enzimas e microrganismos (Figura 5). Neste processo, o sistema é alimentado com 
uma extensa variedade de resíduos domésticos como por exemplo alimentos, papel, metal, 
vidro, plásticos. Os resíduos passam por cilindros contendo elevada quantidade de coquetéis 
enzimáticos e água quente para hidrolisar a fração orgânica, a partir da qual é formado um 
biolíquido composto por açúcares simples e ácidos orgânicos. Este biolíquido é então 
encaminhado para tanques nos quais bactérias irão promover a digestão anaeróbica, dando 
origem ao metano que será então queimado gerando em torno de 5,5 megawatts de energia 
elétrica. Além disso, a parte sólida do lixo coletado é separado para a reciclagem, sendo a 
parte não passível de reciclagem encaminhada para incineradores. Este processo é 
considerado mais ecológico do que aterros, pois evita a liberação de metano ao meio 
ambiente, sendo este um dos gases causadores do efeito estufa (Peplow, 2017).  
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Figura 5 - Esquema representando a primeira planta comercial que utiliza resíduos urbanos para a 
produção de energia com o auxílio de enzimas e microrganismos (Adaptado de Peplow, 2017). 
 
Diversos estudos vêm sendo realizados para a caracterização de enzimas obtidas a 
partir de organismos termofílicos como as bactérias Halothermothrix orenii (Bhattacharya & 
Pletschke, 2014) Clostridium sp., Thermotoga sp. e de Archaea como Pyrococcus horikoshii e 
Sulfolobus solfataricus (Bertoldo & Antranikian, 2002). Na Tabela 1, são apresentados alguns 
estudos sobre enzimas termofílicas da classe GH. As temperaturas ideais dessas enzimas 
variam entre 60 e 100 ºC, sendo que a maioria dos estudos de clonagem e expressão em 
organismos mesofílicos emprega a bactéria Escherichia coli. 
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Tabela 1 – Enzimas termofílicas identificadas e caracterizada a partir da clonagem e expressão em 
microrganismos mesofílicos. 
Enzima Organismo 
Temperatura 
ótima  
(ºC) 
Hospedeiro 
Atividade 
específica 
(U mg 
prot. -1) 
Referência 
α -amilase Pyrococcus woesei 95 E. coli - 
(Grzybowsk 
et al., 2004) 
α-amilase Halothermothrix orenii 70  E. coli 22.32 
(Mijts & 
Patel, 2002) 
 
Endoglucanase Acidothermus cellulolyticus 75 E. coli 104,0 
(Wang et al.,  
2015) 
Endoglucanase Pyrococcus horikoshii 70 
Talaromyces 
cellulolyticus 
100 
(Kishishita 
et al.,2015) 
Endoglucanase Pyrococcus furiosus 102 E. coli 47 
(Wang et al., 
2011) 
Endoglucanase Pyrococcus abyssi 95 E.coli 37 
(Wang et al., 
2011) 
β-glucosidase Methylococcus capsulatus 70 E. coli - 
(Sathe et al., 
2017) 
β-glucosidase Anoxybacillus flavithermus 60  E. coli - 
(Liu et al., 
2017) 
β-glucosidase Thermotoga petrophila 80 
Aspergillus 
niger 
20 
(Gladden, 
2013) 
β-xilosidase 
Thermoanaerobacterium 
saccharolyticum 
65 E. coli 276 
(Shao et al., 
2011) 
Xilanase Bacillus pumilus 60 Pichia pastoris 73.40 
(Lu et al., 
2016) 
Xilanase Thermotoga thermarum 95 E.coli 145.8 
(Shi et al., 
2013) 
Xilanase Thermoascus aurantiacus 60 
Trichoderma 
reesei 
N 
(Zhang et 
al., 2011) 
Xilanase Nonomuraea flexuosa 60 T. reesei N 
(Zhang et 
al., 2011) 
Xilanase Dictyoglomus thermophilum 70 T. reesei - 
(Bergquist et 
al., 2004) 
α-L-
arabifuranosidase 
Paenibacillus spp 60 E.coli 96.7 
(Lee & Lee, 
2014) 
      
 
Apesar de a maioria das enzimas termofílicas serem produzidas em E. coli, os níveis 
de produção obtidos geralmente estão bem abaixo do esperado. Neste sentido, encontrar um 
sistema de expressão que seja capaz de produzir uma enzima termofílica de forma eficiente a 
nível industrial é de extrema importância (Gladden, 2013). 
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2.6 Modelos para secreção de enzimas homólogas e heterólogas 
Para a obtenção de proteínas homólogas e heterólogas, a primeira etapa consiste na 
seleção do organismo responsável pela produção da proteína de interesse. Entre os modelos 
mais utilizados estão bactérias, leveduras, fungos filamentosos e plantas, sendo que todos 
apresentam vantagens e desvantagens na produção da proteína de interesse (Adrio & Demain, 
2010). 
Bactérias, principalmente E. coli, são bem caracterizadas quanto à fisiologia e 
genética, o que facilita estudos de clonagem e expressão. Além disso, apresentam vantagens 
como alta taxa de crescimento pois, em meios de cultura simples e baratos, são capazes de 
duplicar seu crescimento em até 20 minutos, secretando grandes quantidades de proteínas 
heterólogas (Rosano & Ceccarelli, 2014). Apesar das diversas vantagens apresentadas pelas 
bactérias na produção de proteínas, ainda existem limitações importantes, sendo uma delas 
relacionada ao processamento pós-traducional, como por exemplo N- e O-glicosilação, etapas 
que consistem na adição de cadeias de glicanas, processo este bem caracterizado, 
principalmente em eucariotos. Apesar de a O-glicosilação já ter sido descrita em algumas 
espécies bacterianas como Neisseria meningirulls (Rai & Padh, 2001), Clostridium botulinum 
e Campylobacter jejuni, a composição dos açúcares adicionados na proteína é diferente 
quando comparado àquelas dos eucariotos (Nothaft & Szymanski, 2010). Além disso, estes 
microrganismo não são capazes de secretar altas quantidades de proteínas (Rosano & 
Ceccarelli, 2014). 
Leveduras tais como Saccharomyces cerevisiae e Pichia pastoris, além de serem 
amplamente aplicadas na produção de bebidas fermentadas desde o século XIX, também são 
modelos que podem ser utilizados para a produção de enzimas lignocelulolíticas, 
apresentando como vantagem a tolerância a altas concentrações de álcool durante o processo 
fermentativo (Wang, 2015). Assim como as bactérias, estas leveduras também possuem seu 
genoma sequenciado e podem crescer em meios de culturas adequados dentro de algumas 
horas. Em geral, podem ser manipuladas facilmente, devido à existência de uma variedade de 
ferramentas já constituídas, como diversidade de plasmídeos e técnicas de transformação bem 
estabelecidas. Além disso, oferecem vantagens como adição de pontes dissulfeto e 
glicosilação, que podem ter papel essencial na estabilidade e função de proteínas (Wang, 
2015). 
Diversos estudos de engenharia metabólica em leveduras têm sido realizados buscando 
unificar as etapas de hidrólise e fermentação para a produção de etanol 2G, processo este 
chamado de sacarificação e fermentação simultânea (SSF). Para isso, múltiplos genes de 
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enzimas lignocelulolíticas têm sido clonados para produção extracelular em leveduras para 
que possam promover a degradação da biomassa com subsequente co-fermentação de 
pentoses e hexoses a etanol, estabelecendo-se assim o chamado bioprocesso consolidado 
(BPC) (Wang, 2015). Apesar de a SSF ser considerada uma estratégia promissora, estudos 
têm mostrado que a clonagem de múltiplos genes resulta em decréscimo tanto nos níveis de 
expressão dessas proteínas quanto na fermentação (Lambertz et al., 2014). Além disso, 
termoestabilidade, hiper-glicosilação e capacidade secretória são ainda barreiras para 
viabilização desse processo (Wang, 2015). 
A utilização de sistemas vegetais como tabaco e Arabidopsis thaliana para a 
expressão de enzimas pode oferecer vantagens como baixo custo e facilidade para produção 
em larga escala. Tais fatores são relevantes para produção do etanol 2G quando levado em 
consideração o montante necessário na etapa de degradação enzimática (Lambertz et al., 
2014). Uma das estratégias para a produção de enzimas em plantas, está na expressão em 
diferentes compartimentos celulares, pois alguns compartimentos podem ter efeitos positivos 
nos níveis de produção e estabilidade de enzimas, além de importante papel nas modificações 
pós-traducionais (Lambertz et al., 2014). Um exemplo já comercializado nos EUA, é o milho 
Enogen™ desenvolvido pela Syngenta, espécie transgênica capaz de produzir uma alfa-
amilase termoestável utilizada para a produção de etanol a partir do amido. No entanto, o 
desenvolvimento de vegetais capazes de produzir enzimas celulolíticas de modo 
economicamente viável para produção do etanol 2G ainda não foi reportado (Lambertz et al., 
2014). 
Os fungos filamentosos são os organismos mais bem descritos na produção de 
proteínas homólogas e heterólogas. Este fato deve-se principalmente à sua capacidade de 
secretar grandes quantidades de proteínas (Juturu & Wu, 2014). Além da capacidade natural 
em secretar enzimas, principalmente GHs, o que se relaciona diretamente à sua fisiologia e ao 
modo de vida, eles também possuem uma maquinaria complexa de modificações pós-
traducionais, tornando-os excelentes hospedeiros para a produção de enzimas que requeiram 
algum tipo de modificação como glicosilação, clivagem proteolítica ou formação de pontes 
dissulfeto. Modificações como a glicosilação tem um papel importante na sinalização de 
proteínas, crescimento e diferenciação celular e transporte transmembrana (Zhao et al., 2008). 
Algumas espécies pertencentes aos gêneros Trichoderma, Aspergillus e Penicillium 
são descritos como bons produtores de enzimas celulolíticas, apresentando elevados 
rendimentos (Nevalainen & Peterson, 2014). 
25 
 
Dentre os fungos filamentosos, aqueles do gênero Aspergillus são de destaque 
histórico, apresentando grande diversidade de espécies identificadas e estudadas. Dentre elas, 
A. nidulans é a que possui o maior número de informações genéticas caracterizadas, como 
vias específicas para a produção de enzimas, repressão catabólica, tendo servido de modelo 
para diversos estudos há mais de 50 anos (Tamayo-ramos & Orejas, 2014; Maccabe et al., 
2001). Estes estudos vêm aumentando a compreensão da fisiologia e genética desse 
organismo e podem auxiliar no desenvolvimento de cepas que sejam mais eficientes na 
produção de enzimas, quando comparadas a outros fungos ou às suas linhagens parentais 
(Maccabe et al., 2001). 
A. nidulans pertence ao filo Ascomycota e possui um ciclo de vida que inclui a 
formação de hifas e conídios assexuais, os quais, ao germinarem darão origem a novas hifas e, 
sob determinadas condições especiais, podem produzir esporos sexuais após meiose 
(ascósporos). A secreção das enzimas se dá principalmente pela extremidade das hifas e, desta 
forma, o crescimento apical intenso e a secreção de proteínas tornam-se fatores estreitamente 
interligados. Os mecanismos de transporte e crescimento das hifas devem ser eficientemente 
assegurados pela existência de componentes na parede celular, fator este também 
intrinsicamente relacionado à secreção de proteínas (Nevalainen & Peterson, 2014). 
Apesar da produção de enzimas por fungos parecer atraente e bem conhecida, estes 
organismos ainda não são capazes de produzir níveis elevados de proteínas heterólogas 
(Nevalainen & Peterson, 2014). Estudos sugerem que grande parte das proteínas heterólogas 
são perdidas ou retidas na via secretória, o que pode estar relacionado ao mal processamento, 
enovelamento incorreto ou até mesmo à degradação devido à presença de mecanismos de 
controle de qualidade do fungo (Ward, 2012). Na tentativa de superar esses entraves, diversas 
abordagens de engenharia metabólica têm sido realizadas, como a super-expressão de genes 
afim de aumentar os níveis de produção, deleção de proteases, modificações pós-traducionais, 
aumento nos níveis de enzimas que auxiliem no enovelamento proteico como chaperonas e 
foldases, além de estudos visando à compreensão dos mecanismos de resposta a proteínas mal 
enoveladas (Ward, 2012; Nevalainen et al., 2005). 
Contudo, o conhecimento acerca dos mecanismos de expressão de enzimas 
termofílicas em modelos mesofílicos ainda é bastante limitado, levando à necessidade de mais 
estudos sobre a secreção dessas enzimas, bem como aos processos envolvidos na regulação 
gênica, glicosilação e na síntese de proteases, com a perspectiva de aumento da produção 
destas proteínas (Bergquist et al., 2004). 
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3 OBJETIVOS 
 
3.1 Objetivo geral 
• Avaliar a expressão e secreção de diferentes enzimas termofílicas expressas 
heterologamente em A. nidulans  
3.2 Objetivos específicos 
• Avaliar massa micelial e proteínas totais; 
• Avaliar a atividade/secreção intra e extracelular das enzimas-alvo; 
• Quantificação da expressão gênica dos genes termofílicos por qPCR; 
• Monitoramento do crescimento das cepas transformantes após cultivo sem e com 
agente redutor ditiotreitol (DTT); 
• Avaliar os níveis de expressão gênica e produção/secreção de xilanase GH10 (them1) 
em diferentes concentrações de maltose; 
• Clonagem de xilanase GH10 (them1) em vetor TET-ON, transformação em A. 
nidulans A773 e avaliação da secreção em diferentes concentrações de doxiciclina; 
•  Avaliar os níveis de expressão gênica e produção/secreção de arabinofuranosidase 
GH51 (them5) em diferentes concentrações de maltose; 
• Desenho de glicomutante de arabinofuranosidase GH51 (them5), clonagem em vetor 
pEXPYR, transformação em A. nidulans A773 e avaliação da expressão gênica, 
produção/secreção da enzima-alvo; 
• Avaliar número de cópias de arabinofuranosidase GH51 (them5) integradas ao genoma 
de A. nidulans Them5 e dos glicomutantes A. nidulans Them5.3glyc e A. nidulans Them5.6glyc;  
• Avaliar os níveis de produção de arabinofuranosidase GH51 (them5) nas cepas A. 
nidulans Them5 e A. nidulans Them5.3glyc após diferentes períodos de indução da expressão 
gênica; 
• Avaliar a influência de inibidores de proteases na secreção de proteínas totais de A. 
nidulans A773, A. nidulans Them5 e A. nidulans Them1  e na secreção de xilanase GH10 
(them1); 
• Avaliar os níveis de expressão gênica e produção/secreção de xilanase homóloga 
(XlnE) em comparação com xilanase heteróloga (Them1); 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
 
4.1 Microrganismos e vetores utilizados 
Foi utilizada a cepa de A. nidulans A773, já adotada como modelo nas pesquisas de 
biologia molecular do LEBIMO. Os genes das enzimas de interesse foram previamente 
clonados no plasmídeo pEXPYR (Segato et al., 2012) e transformados em A. nidulans A773 
gerando seis linhagens recombinantes denominadas Them1, Them4, Them5, Tcel1, Tcel4 e 
Tcel6. 
Além disso, foi utilizado o vetor pVG4.1 TET-ON (Meyer et al., 2011) (gentilmente 
cedido pela Dra. Vera Meyer, Leiden University, Institute of Biology Leiden, Department of 
Molecular Microbiology and Biotechnology). 
 
4.1.1 Construção vetor de expressão pEXPYR 
Os genes correspondentes a cada proteína foram clonados no vetor de expressão 
pEXPYR (Figura 6) (Segato et al., 2012), sob controle do promotor da glucoamilase (glaAp) 
de A. niger e do terminador do gene que codifica triptofano sintase (antrpCt). Cada gene 
clonado no vetor possui uma cauda de histidina que pode ser utilizada para a purificação da 
proteína por cromatografia de afinidade, mas que, no entanto, não tem funcionado com 
sucesso em Aspergillus. O vetor contém ainda a marca de seleção orotidine 5-phosphate 
carboxylase (pyrG), gene do fungo A. niger utilizado para complementar o gene truncado 
pyrG89 de A. nidulans A773, permitindo ao mutante a recuperação do genótipo (Segato et al., 
2012). Em seguida, os vetores foram transformados na linhagem A. nidulans A773.   
 
Figura 6 - Esquema representando o vetor pEXPYR utilizado para a transformação em A. nidulans 
A773 (Imagem extraída de Segato et al., 2012).  
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4.1.2 Construção de vetor de expressão TET-ON 
O gene de xilanase GH10 foi clonado no vetor TET-ON por Gibson Assembly 
(Gibson et al., 2009). Para a montagem do vetor, foram sintetizados primers para vetor e gene 
contendo 20 pares de bases de sobreposição entre ambos. Após a reação de PCR para 
amplificação de inserto e vetor, os produtos foram então misturados ao Gibson Assembly® 
Master Mix (New England Biolabs) e a reação foi realizada por 30 minutos a 50 ºC, de acordo 
com instruções do fabricante. 
O sistema TET-ON é descrito como um sistema que permite um controle fino da 
expressão gênica, sendo ativado pela adição de doxiciclina (Dox) no meio de cultivo. Neste 
sistema um ativador transcricional (RtTA) é constitutivamente expresso e necessita de Dox 
para se ligar ao operador, permitindo assim a ativação da transcrição gênica (Meyer et al., 
2011). 
 
 
Figura 7 - Esquema representando o vetor Tet-on pVG4.1 utilizado para a clonagem do gene de 
xilanase GH10 (them1) e em seguida a transformação em A. nidulans A773. Legendas: Primeira 
região moduladora; PgpdA::rtTA2S-M2::Tcrg garante a expressão constitutiva do ativador 
transcricional, sendo promotor gpdA de A. nidulans e o terminador crgA de A. fumigatus. Segunda 
região moduladora; tetO7::Pmin::mluc::TtrpC permite a expressão do gene alvo dependendo de 
rtTA2-M2 sendo promotor e o terminador trpC de A. nidulans). Região com pyrG de A. niger 
necessária para integração homóloga do plasmídeo (imagem extraída de Meyer et al., 2011).  
 
4.2 Transformação em A. nidulans A773 
A transformação foi baseada no método descritos para A. nidulans por Szewczyk et 
al., (2006). Conídios de A. nidulans foram inoculados em YG (Yeast Glucose) e germinados a 
30 °C e 130 rpm. Após 13 horas de incubação, os esporos germinados foram lavados em YG 
fresco, DSPS (1,1 M KCl, 0,1 M ácido cítrico e 1 M KOH para corrigir o pH para 5,8) e 
ressuspendidos em uma mistura de: 8 mL de YG, 8 mL de DSPS, 125 mg de lisozima de clara 
de ovo de galinha e 1,02 g de Vinotaste Pro (Novozymes). A suspensão foi incubada a 30 °C, 
100 rpm e, após 2 horas, os protoplastos foram centrifugados, e lavados por centrifugação 
(2500 x g, 4°C, 10 min) por duas vezes com 30 mL de KCl 0,6 M. Após a centrifugação, o 
sedimento foi lavado com 30 mL de STC50 (sorbitol 1,2 M, CaCl2 10 mM e Tris-HCl 50 
mM, pH 7,5), depois com 2 mL de STC50, e ressuspendido em 500 uL de STC 50. Em um 
novo tubo, 10 μL ( 7 μg totais) do vetor foi misturado a 100 μL da solução de protoplastos e 
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50 μL de solução filtrada de PEG 25% em STC 50). Após 20 minutos no gelo, foi adicionado 
1 mL de PEG 25% e a mistura foi incubada à temperatura ambiente por 20 min. Esta 
suspensão foi então diluída em cerca de 4-5 mL de STC50 e 1 mL da solução diluída foi 
plaqueada em meio mínimo (MM) sólido suplementado com sorbitol 1,2 M e piridoxina. As 
placas foram incubadas a 37 °C até o crescimento dos transformantes. 
 
4.3 Meios de cultivo 
Todas as cepas foram crescidas a 37 °C em meio mínimo - MM (1X Clutterbucks salts 
(20X Clutterbucks salts: 1,4 M NaNO3, 0,13 M KCl, 0,042 M MgSO4.7H2O e 0,22 M 
KH2PO4), 1X elementos traços (1000X elementos traços: 7,2 mM ZnSO4.7H20, 17,7 mM 
H3BO3, 2,52 mM MnCl2.4H20, 2,72 mM FeSO4.7H20, 0,95 mM CoCl2.5H20, 0,7 mM 
CuS04.5H20, 0,21 mM Na2Mo4.4H20 e 17,11 mM EDTA) pH 6,5. Para suplementar o MM 
utilizamos 2,5 mg/L de uracila e de uridina para cepas pyrG89, 1 mg/L de piridoxina para 
cepas pyroA4, 1% de glicose como fonte de carbono e 2% de maltose para indução do 
promotor que controla a expressão dos genes heterólogos no caso do vetor pEXPYR. 
 
4.4 Condições de cultivo  
As culturas estoques de A. nidulans A773, A. nidulans Them1, A. nidulans Them4, A. 
nidulans Them5, A. nidulans Tcel1, A. nidulans Tcel4 e A. nidulans Tcel6, foram mantidas a 
37 °C em MM sólido por 3 dias. 
 
4.5 Indução da secreção de enzimas termofílicas em A. nidulans  
As seis linhagens recombinantes de A. nidulans A773, transformadas com as enzimas 
alvo, foram crescidas por 3 dias a 37 ºC em MM suplementado com 1% de glicose. Após o 
crescimento, 106 conídios/mL foram inoculados em 15 mL de MM em um pré-cultivo 
realizado por 24 horas a 37 ºC. Em seguida, o micélio foi transferido para MM suplementado 
com  maltose 2% e mantidos a 37 ºC por 36 horas. Para a analise da expressão gênica, o 
cultivo com o indutor foi realizado por apenas 8 horas. Para a indução com a linhagem 
controle A. nidulans A773, os procedimentos foram os mesmos, porém com adicional de 
piridoxina (1 mg.L-1) e uracila e uridina (2,5 mg.L-1 de cada) ao MM. 
Após o período de cultivo, os micélios foram filtrados em papel de filtro (Whatman 
Nº1) e o extrato bruto foi concentrado através de uma membrana Amicon® (corte de 10 kDa - 
Millipore). 
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4.6 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS‐PAGE) 
A expressão das proteínas foi analisada em gel de poliacrilamida sob condições 
desnaturantes, SDS-PAGE. As amostras foram preparadas contento 25 μg totais proteínas e 
5μL de Laemmli buffer contento ditiotreitol (DTT). A mistura foi então aquecida a 99 ºC por 
5 min e aplicada no gel. A eletroforese foi conduzida em matriz de poliacrilamida 12% a 120 
v por 90 minutos. Em seguida a coloração do gel foi realizada com 0,1% Coomassie Brilliant 
Blue R-250 em metanol/ácido acético/água, e a descoloração com etanol/ ácido acético/água. 
 
4.7 Extração de RNA em A. nidulans  
Para a extração de RNA, 106/mL conídios do fungo A. nidulans A773 e das cepas A. 
nidulans Them1, A. nidulans Them4, A. nidulans Them5, A. nidulans Tcel1, A. nidulans 
Tcel4 e A. nidulans Tcel6 foram inoculados em MM líquido suplementado com glicose 1%, 
piridoxina (1 mg.L-1) e uracila e uridina (2,5 mg.L-1 de cada uma), e incubados a 37 °C e 150 
rpm em pré-cultivo de 24 horas. Após o crescimento, o micélio foi transferido para MM 
suplementado com maltose 2% em cultivo de 8 horas.  
 
4.8 Extração de RNA e síntese de cDNA 
Os micélios das linhagens recombinantes e da linhagem selvagem foram então 
coletados, macerados com nitrogênio líquido e a extração do RNA total realizada utilizando-
se o kit Direct-zol™ RNA MiniPrep w/ Zymo-Spin™ IIC Columns (Zymo Research), de 
acordo com instruções do fabricante. O cDNA foi sintetizado com a SuperScript™ II Reverse 
Transcriptase (Life Technologies), de acordo com instruções do fabricante.  
 
4.9 PCR em tempo real 
SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) foi utilizado nas reações de 
PCR em tempo real, segundo as instruções do fabricante. As possíveis variações na 
concentração inicial de RNAm entre as amostras foram calculadas através da normalização 
com o gene tubC que é constitutivamente expresso e codifica a proteína beta-tubulina em A. 
nidulans. Os cDNAs que codificam as enzimas termofílicas foram amplificados utilizando-se 
primers específicos, conforme descrito na Tabela 2. O equipamento utilizado foi o 
QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR System. 
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Tabela 2 - Oligonucleotídeos iniciadores utilizados para real time. 
Oligonucleotídeo e orientação Sequência 
Tpet0854 FW TGAGCGATTCTGGAACCTACAGG 
Tpet0854 RV CGCATCTGGATCGGCTTCT 
Tpet0637 FW TGTGGACGGTCCGAGTGAA 
Tpet0637 RV AACGCCAGGATCGAGTGC 
Tpet0631 FW TGTTGCCAGGCGAGATCG 
Tpet0631 RV AACTTTGTGTCGAACTACCACTGG 
Tcel1 FW GGCGACGGAAATCCTGAGTTC 
Tcel1 RV GGTCATCTCTGCGAATCCAGTC 
Tcel6 FW GGCAGACTCATCGGGGAAC 
Tcel6 RV CTATTCCTGTGTCAGCCACCCAT 
Tcel4 FW CGAACCCCGAGTTTGAGGAAC 
Tcel4 RV ACCCACGCCCAGGATAGAT 
 
4.10 Atividade enzimática e determinação da quantidade de proteína total 
Os ensaios de atividades enzimáticas para detecção das enzimas arabinanase, 
arabinofuranosidase e endoglucanase foram realizados em um volume de 100 uL, sendo 10 
uL de tampão acetato de amônio 0,5 M pH 5,5 – 6, 50 uL do substrato debranched arabinan 
(Megazyme) para arabinanase, arabinan (Megazyme) para arabinofuranosidase, e Avicel 
(Sigma) tratado com ácido fosfórico (PASC) para atividade de endoglucanase, e 40 uL do 
sobrenadante das cepas transformantes. Em seguida, foram incubados 12 horas nas 
temperaturas ótimas das enzimas, conforme determinado por (Wang et al., 2011). Em seguida, 
as reações foram interrompidas com a adição de 100 uL de ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS) 
(Miller, 1959) e fervida a 99 ºC por 5 minutos. Após resfriamento, 100 uL da reação foram 
utilizados para leitura da absorbância a 540 nm.  
Para a determinação da atividade xilanolítica, foram incubados 250 uL de substrato 
Azo-xylan birchwood (Megazyme) e 250 uL de sobrenadante em tubos de 2 mL a 85 ºC por 
30 minutos, em seguida foram adicionados 1250 uL de etanol 95% para paralisar a reação. A 
amostra foi então centrifugada a 3000 rpm por 10 minutos e  em seguida a leitura da 
absorbância no sobrenadante realizada a 590 nm. 
A quantificação de proteínas totais foi determinada utilizando-se o Kit Pierce BCA 
Protein Assay (Thermo Fisher Scientific) de acordo com instruções do fabricante, utilizando-
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se soroalbumina bovina como padrão. Neste método, 25 μL de amostra foi homogeneizado 
com 200 uL do mix BCA e, após incubação por 30 min a 37 ºC, a quantidade de proteína foi 
determinada pela leitura da absorbância a 562 nm. 
 
4.11 Southern Blotting 
O DNA genômico foi extraído de A. nidulans utilizando-se fenol-clorofórmio 
(Maniatis et al.,1982).  Aproximadamente 80 ug de cada DNA foi utilizado para digestão com 
a enzima de restrição BamHI. Os fragmentos foram separados em gel de agarose 0,8%, 
transferido por capilaridade para a membrana Amersham Hybond N+ (GE Healthcare). A 
hibridização foi realizada com Amersham AlkPhos Direct Hybridization Buffer, sendo a 
detecção realizada utilizando-se o sistema multifuncional de imagens Typhoon FLA 9500 
(GE Healthcare). 
 
4.12 Seleção de cepas transformantes 
A fim de validar as colônias transformantes, foi efetuada uma analise a partir de PCR 
utilizando Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fischer Scientific) de acordo 
com instruções do fabricante. Foram utilizados oligonucleotídeos que anelam no vetor 
pEXPYR: Forward 5’ TACACCTCAGCAATGTCGTTCCGA e Reverse 3’: 
TCTGGAAGAGGTAAACCC GAAACG. A reação de PCR foi realizada aplicando 100 ng 
totais de DNA das cepas transformantes, utilizando os seguintes parâmetros no ciclo de PCR: 
   
 
 
 
 
Os produtos foram analisados por eletroforese em gel de agarose 0,8%. 
 
4.13 Análise estatística 
Os dados foram analisados utilizando-se o software GraphPad Prism 5. Variáveis com 
distribuição normal foram comparadas pelo Teste T (no caso de 2 grupos) ou ANOVA (no 
caso de mais de 2 grupos) seguida pelo teste de Tukey para identificar diferença entre os 
grupos. O nível de significância considerado foi p ≤ 0,05.  
 Os experimentos foram realizados em triplicata biológica e cada experimento incluiu 
três repetições técnicas. 
98 ºC – 2 minutos 
98 ºC – 10 segundos 
63 ºC – 30 segundos        29X 
72 ºC – 1 minuto 
72 ºC – 5 minutos 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.1 Transformação em A. nidulans A773 e avaliação da secreção 
Enzimas provenientes de microrganismos termofílicos são consideradas excelentes 
biocatalisadores, pois são capazes de atuar em condições extremas muitas vezes exigidas pela 
indústria, as quais, por sua vez, são demasiadamente drásticas para muitas enzimas 
mesofílicas. Claramente, para que seja economicamente viável, a produção de enzimas deve 
ser realizada com baixo custo e apresentar alto rendimento e, neste sentido, os fungos 
filamentosos podem ser considerados excelentes na produção de enzimas uma vez que são 
capazes de secretar grande quantidade de proteínas (Turner et al., 2007). 
O conjunto de enzimas objeto de estudo deste trabalho foram identificadas a partir do 
sequenciamento de genomas de bactérias e arquéias oriundas de ambientes termofílicos. A 
fim de avaliar seu potencial na degradação da lignocelulose, estas enzimas foram 
primeiramente clonadas e expressas em E. coli, apresentando as propriedades bioquímicas 
descritos na Tabela 3 (Wang et al., 2011). 
Técnicas moleculares tais como a otimização de códons tornaram-se uma prática 
rotineira em laboratórios que se destinam a produção de enzimas por fungos. A escolha de 
códons pode afetar a expressão, estrutura e até a função de uma determinada proteína, com 
isso deve ser uma das primeiras abordagens a serem adotadas a fim de aumentar a secreção de 
proteínas heterólogas (Nevalainen et al., 2014). Esta técnica baseia-se no conhecimento das 
frequências no uso de códons de cada organismo, sendo então realizada a substituição de 
acordo com preferência de cada organismo que irá produzir a proteína heteróloga (Athey et 
al., 2017). 
Tabela 3 – Parâmetros funcionais das enzimas termofílicas alvo após clonagem e expressão em E. coli 
(Wang et al., 2011). 
locus 
Função proposta Obs 
CAZy 
Família 
MW 
(kDa) 
pI 
T 
(ºC)  
pH    
 
Atividade 
(μmol 
prod/min/m
g de 
proteína) 
S 
Tag Nome 
 
            Tpet_0854 Them1 xilanase ng GH10 41 5,9 85  5-9 
 
130 WA 
Tpet_0637 Them4 arabinanase ng GH43 53 6,9 77  5-6 
 
100 DA 
Tpet_0631 Them5 arabinofuranosidase ng GH51 55 5,0 68  5-6 
 
54 A 
o-egla Tcel1 endoglucanase co GH12 34 4,8 102  7-8 
 
63,4 PASC 
ZP#4 Tcel6 endoglucanase co GH12 32 5,6 95  5-6 
 
20,6 PASC 
E1 Tcel4 processive endo ro GH5 60 7,0 85  5-6 
 
6,8 PASC 
Legendas: Obs – ng: códon natural; co: códon otimizado para milho ou ro: arroz;  
pI - ponto isoelétrico;  S: Substrato – WA: arabinoxilano de trigo; DA: arabinana desramificada; A: Arabinana; PASC: 
Avicel tratado com ácido fosfórico. 
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Baseado nisso, tcel1 e tcel6 tiveram seus códons otimizados para milho (Zea mays) e 
tcel4 para arroz (Oryza sativa), enquanto them1, them4 e them5 mantiveram os códons 
naturais de Thermotoga petrophila. Após um levantamento realizado no Kazusa Codon Use 
Database, foi possível avaliar a similaridade entre os códons em relação a A. nidulans (Tabela 
4). A. nidulans apresentou alta similaridade com os códons de Zea mays (95%) e Oryza sativa 
(90%), enquanto que para Thermotoga petrophila, apresentou baixa similaridade no uso de 
códons (45%). 
 
Tabela 4 - Similaridade entre os códons em relação a A. nidulans. 
Organismo * Similaridade códons (%) 
Thermotoga petrophila 45 
Zea mays 95 
Oryza sativa 90 
* Similaridade relativa aos códons de A. nidulans. 
Partindo dos resultados obtidos após a clonagem e expressão em E. coli, e 
considerando a necessidade de se produzir grandes quantidades dessas enzimas, os genes que 
codificam as enzimas termofílicas foram clonados no vetor pEXPYR e, posteriormente, 
transformados em A. nidulans A773. Após clonagem e transformação, a integração dos genes 
em A. nidulans A773 foi confirmada por PCR utilizando o DNA das cepas transformantes 
como molde (Figura 8).  
 
Figura 8 - Eletroforese em gel de agarose 0,8 %. Amplificação por PCR dos genes: xilanase GH10 
(them1), arabinanase (them4), arabinofuranosidase (them5), endoglucanase (tcel1), endoglucanase 
(tcel6), endoglucanase (tcel4) e C- (Controle negativo, DNA genômico A. nidulans A773). 
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A fim de se avaliar a secreção das proteínas heterólogas, as colônias positivas foram 
pré-cultivadas, em MM com glicose a 37 ºC por 24 horas e, em seguida, o micélio foi lavado 
com água e transferido para MM suplementado com 2% de maltose e então cultivados por 
mais 36 horas a 37 ºC. Como controle, utilizou-se uma cepa de A. nidulans A773. Após o 
cultivo, micélio e meio de cultura foram separados por filtração, e o filtrado extracelular 
concentrado foi então utilizado para visualização das bandas proteicas por SDS-PAGE. 
Inicialmente, pela análise do gel, não foi possível observar secreção das enzimas-alvo devido 
à ausência de bandas mais intensas na faixa entre 30 e 60 kDa, que corresponderiam às 
massas estimadas para cada uma delas (Figura 9). 
 
Figura 9 - Perfil em SDS-PAGE de proteínas totais de cepas transformantes de A. nidulans. Marcador 
(M), A. nidulans A773 (A773), xilanase GH10 (Them1, 41 kDa), arabinanase GH43 (Them4, 53 kDa), 
arabinofuranosidase GH51 (Them5, 55 kDa), endoglucanase GH12 (Tcel1 34 kDa), endoglucanase 
GH12 (Tcel6, 32 kDa) e endoglucanase processiva GH5 (Tcel4, 60 kDa).  
 
Num segundo ensaio, previamente à eletroforese em SDS-PAGE, o extrato bruto foi 
aquecido a 75 ºC por 20 minutos e centrifugado, para precipitação das proteínas termolábeis 
de A. nidulans. De acordo com a Figura 10, nesta segunda avaliação foi possível observar 
apenas a banda referente à xilanase GH10 (Them1, 41 kDa), não sendo encontradas bandas 
referentes a arabinanase GH43 (Them4, 53 kDa), arabinofuranosidase (Them5, 55 kDa), 
endoglucanase GH12 (Tcel1, 34 kDa), endoglucanase GH12 (Tcel6, 60 kDa) e endoglucanase 
processiva GH5 (Tcel4, 32 kDa). Estes dados corroboram os resultados dos ensaios de 
atividade enzimática utilizando-se substratos específicos, nos quais não foram detectados 
níveis residuais das enzimas alvos, apenas da xilanase GH10. 
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Figura 10 - Perfil em SDS-PAGE de proteínas totais de cepas transformantes de A. nidulans, após 
ferverura do sobrenadante a 75 ºC. Marcador (M), A. nidulans A773 (A773), xilanase GH10 (Them1, 
41 kDa), arabinanase GH43 (Them4, 53 kDa), arabinofuranosidase GH51 (Them5, 55 kDa), 
endoglucanase GH12 (Tcel1 34 kDa), endoglucanase GH12 (Tcel6, 32 kDa) e endoglucanase 
processiva GH5 (Tcel4, 60 kDa). 
 
Além de apresentar alto rendimento, é de extrema importância que proteínas 
heterólogas sejam produzidas de forma ativa. Proteínas secretadas por fungos filamentosos 
passam por diversas modificações na via secretória, entre elas, enovelamento e glicosilação, 
até serem então secretadas (Nevalainen & Peterson, 2014). A fim de verificar se as enzimas 
alvo estariam sendo produzidas e não secretadas, as proteínas intracelulares foram extraídas e 
o perfil de proteínas foi avaliado por SDS-PAGE (Figura 11), sendo que nesta avaliação 
também não foram identificadas bandas correspondentes às proteínas alvo. 
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Figura 11 - Perfil em SDS-PAGE de proteínas intracelulares de cepas transformantes de A. nidulans. 
Marcador (M), A. nidulans A773 (A773), xilanase GH10 (Them1, 41 kDa), arabinanase GH43 
(Them4, 53 kDa), arabinofuranosidase GH51 (Them5, 55 kDa), endoglucanase GH12 (Tcel1 34 kDa), 
endoglucanase GH12 (Tcel6, 32 kDa) e endoglucanase processiva GH5 (Tcel4, 60 kDa). 
 
5.2 Monitoramento da expressão gênica 
Apesar de não serem identificados níveis de secreção e atividade enzimática na 
maioria das proteínas alvo deste trabalho, decidiu-se monitorar os níveis de expressão gênica 
de xilanase GH10 (them1), arabinanase GH43 (them4), arabinofuranosidase GH51 (them5), 
endoglucanase GH12 (tcel1), endoglucanase GH12 (tcel6) e endoglucanase processiva GH5 
(tcel). 
Após o crescimento em meio sólido, 106/mL conídios foram inoculados em MM 
suplementado com 1% de glicose e o cultivo foi realizado por 24 h a 37 ºC para obtenção de 
uma massa micelial homogênea. Os micélios crescidos foram então transferidos para MM 
contendo 2% de maltose. Após 8 e 36 h de cultivo, os micélios foram coletados, macerados 
com nitrogênio líquido e a extração de RNA foi realizada para a síntese de cDNA. Realizou-
se então o PCR em tempo real (qPCR) utilizando-se o gene tubC como controle endógeno. O 
tubC é responsável por codificar a proteína beta-tubulina em A. nidulans, gene amplamente 
utilizado como referência por ser constantemente expresso e apresentar pouca variação na 
célula, além disso, a expressão relativa dos genes heterólogos foi analisada em relação a 
xilanase GH10 them1 após 8 horas de indução, por ser diferencialmente expressão em relação 
aos demais genes. 
Na Figura 12A é possível observar que quatro dos seis genes analisados foram 
expressos, indicando que a ausência na secreção das enzimas alvo, não está relacionada à 
38 
 
problemas transcricionais, exceto em relação à endoglucanase GH12 (tcel6) e arabinanase 
GH43 (them4) que apresentam níveis bem abaixo dos demais genes alvo. Além disso, é 
possível observar (Figura 12B) que a expressão gênica após 36 horas de indução foi 
significativamente maior do que com 8 horas de indução. Notavelmente, após 36 horas de 
cultivos os genes de endoglucanase GH12 (tcel1) e endoglucanase processiva GH5 (tcel4), 
que tiveram seus códons otimizados, encontraram-se diferencialmente expressos, assim como 
a xilanase GH10 (them1) que manteve o códon nativo de Thermotoga petrophila. 
 
 
Figura 12 - PCR em tempo real dos genes de xilanase GH10 (them1), arabinanase GH43 (them4), 
arabinofuranosidase (them5), endoglucanase GH12 (tcel1), endoglucanase GH12 (tcel6) e  
endoglucanase processiva GH5 (tcel4)  após cultivo em MM contendo 2% de maltose por  8 e 36. 
Análise realizada utilizando-se o gene tubC como controle endógeno e expressão relativa ao them1 no 
tempo de 8 horas. A) Expressão após indução de 36 horas  B) Expressão após indução de 8 e 36 horas 
demonstrando diferença entre os grupos. Os grupos continham n = 3 e as análises estatísticas foram 
realizadas por ANOVA seguido por teste de Tukey, p<0.05. O asterisco indica p≤ 0,05 entre os 
grupos. Linha pontilhada = 1. 
 
5.3 Monitoramento do crescimento 
O ciclo de vida comum aos fungos filamentosos que são utilizados na indústria, inclui 
a formação de hifas vegetativas e conídios assexuados que germinam dando origem a novas 
hifas, ou ocasionalmente produzem esporos sexuais que sofrem meiose. As proteínas 
produzidas pelos fungos filamentosos são secretadas principalmente pelas pontas das hifas, 
tornando nesse caso a secreção e o crescimento intimamente relacionados, sendo assim difícil 
de serem avaliados separadamente (Wessels, 1993). 
Neste sentido, além de avaliar os níveis de expressão dessas enzimas, também foi 
avaliado o crescimento das cepas fúngicas em meio sólido, com o objetivo de verificar uma 
possível alteração de crescimento nas cepas expressando genes termofílicos. Na figura 13A é 
possível observar que, em geral, as linhagens apresentaram crescimento semelhante entre si e 
em relação ao controle, sem diferença significativa. Em relação ao fenótipo, apenas a cepa 
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Tcel4 apresentou formação diferenciada da colônia, aparentemente com menor densidade 
micelial quando comparada com as demais cepas, apesar disso não foi o observado diferença 
significativa quanto ao crescimento, conforme descrito anteriormente. 
 
Figura 13 - Avaliação do crescimento das colônias de A. nidulans A773, Them1, Them4, Them5, 
Tcel1, Tcel4 e Tcel6 após cultivo em MM contendo 2% de maltose após 72 horas. A) 
Acompanhamento do crescimento pelo diâmetro/horas das colônias das cepas transformantes e 
controle A773. B) Crescimento micelial após 72 horas de cultivo. Os grupos continham n= 3 e as 
análises estatísticas foram  realizadas por ANOVA seguido por teste de Tukey, p<0.05. Não houve 
diferença estatística entre os grupos. 
 
Após avaliar o crescimento das cepas fúngicas, decidiu-se avaliar o crescimento das 
colônias de A. nidulans com genes heterólogos quando submetidos a estresse de retículo 
endoplasmático (RE). Apesar de diversos fatores serem descritos por afetar negativamente a 
produção de enzimas heterólogas, o correto enovelamento e maturação da proteína no RE é 
considerado um dos maiores gargalos para se obter elevadas quantidades de enzimas 
heterólogas (Sims et al., 2005). A produção de uma proteína heteróloga ou de proteínas 
fúngicas extracelulares em quantidades elevadas gera uma necessidade de aumentar a 
eficiência de dobramento e transporte de proteínas, bem como o controle de qualidade das 
proteínas sintetizadas. A produção de proteínas pelo fungo pode variar de acordo com 
manipulações genéticas realizadas para super-expressão de enzimas ou, além disso, em 
situações normais do ciclo de vida da célula como, por exemplo, diferenciação celular e 
diferentes condições ambientais (Ron & Walter, 2007). Nestas situações, a célula pode 
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produzir grande quantidade de proteínas, excedendo a capacidade de enovelamento do RE 
com consequente acúmulo de proteínas mal enoveladas.  
Quando há acúmulo de produtos mal enovelados, a célula ativa um mecanismo de 
resposta chamado de UPR (resposta à proteínas mal enoveladas ou unfolded protein response) 
(Rubio et al., 2011). O UPR é responsável pela ativação da transcrição de diversos genes 
relacionados à produção de chaperonas, enzimas da via de glicosilação, proteínas associadas 
ao sistema secretor e ao aumento do RE visando recuperar a homeostase celular (Guillemette 
et al., 2011).  
Atualmente, na tentativa de simular os efeitos da indução da UPR em fungos 
filamentosos são utilizados agentes químicos, tais como o ditiotreitol (DTT). O DTT é um 
forte agente químico redutor que acarreta uma série de efeitos no crescimento celular por 
inibir a formação de pontes dissulfeto nas proteínas, impedindo o correto enovelamento e 
levando ao acúmulo dessas proteínas no RE (Guillemette et al., 2011). 
Motivados a avaliar o perfil de crescimento das cepas fúngicas ao induzir a UPR, uma 
106 conídios foram inoculados no centro de uma placa de Petri contendo MM com 2% 
maltose e 5 mM de DTT. Durante o cultivo, o diâmetro das colônias foi medido e os 
resultados mostraram que as cepas recombinantes de A. nidulans juntamente com a linhagem 
controle A773, quando expostas ao DTT apresentam crescimento reduzido (Figura 14A) e 
um padrão de crescimento de hifas alterados, quando comparado com as cepas cultivadas sem 
DTT (Figura 14B). Em estudo realizado por Sims et al., 2005, foi relatado que, além de 
desencadear a UPR, esta droga também resulta em crescimento reduzido e defeituoso do 
micélio. Estas características estão intrinsicamente relacionadas à diminuição na transcrição 
de diversos genes responsáveis pelo crescimento do fungo. 
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Figura 14 – Avaliação do crescimento das colônias de A. nidulans A773, Them1, Them4, Them5, 
Tcel1, Tcel4 e Tcel6 após cultivo em MM contendo 2% maltose e 5 mM DTT por 72 horas. A) 
Acompanhamento do crescimento pelo diâmetro/hora das colônias das cepas transformantes com 5 
mM DTT. Os grupos continham n= 3 e as análises estatísticas foram realizadas por ANOVA seguido 
por teste de Tukey, p<0.05. O asterisco indica p≤ 0,05 entre os grupos tratados e não tratados.  B) 
Fotografia das cepas na linha superior cultivadas sem DTT e abaixo com DTT, ambas após 72 horas 
de cultivo. 
 
5.4 Monitoramento do perfil de expressão e secreção de xilanase termofílica (Them1) 
Um vez que, dentre as seis enzimas termofílicas, só foi possível a identificação por 
SDS-PAGE e quantificação da atividade enzimática da xilanase (Them1),  esta enzima foi 
selecionada como alvo para monitorar  o perfil de expressão e secreção em A. nidulans. 
Ainda que tenham grande importância biotecnológica como na indústria alimentícia, 
de papel e celulose, e na produção de biocombustíveis, a maioria das xilanases disponíveis 
são mesofílicas. No entanto as xilanases mesofílicas podem não ser totalmente eficientes para 
alguns setores da indústria, como por exemplo, em indústrias  de papel e celulose, que exigem 
temperaturas de até 85 ºC e pH 9.0 ou mais alcalinos, tornando-se assim industrialmente 
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inadequadas (Bergquist et al., 2002). Além disso, estas enzimas podem utilizadas como 
aditivo para aumentar a digestibilidade em rações e também serem utilizadas como 
suplementos em farinhas de trigo e processos de compostagens fermentativas (Servarajan & 
Veena, 2017; Rigoldi et al., 2018). Neste sentido, a xilanase GH10 expressa com sucesso em 
A. nidulans pode ser um potencial alvo enzimático que favorece as condições necessárias para 
estes diversos setores da indústria.   
Com base nos resultados obtidos até o momento, decidiu-se então super-expressar a 
xilanase GH10 (them1) e monitorar a expressão gênica após cultivo em diferentes 
concentrações de maltose 0,01; 0,1; 1; 2 e 5% após 8 horas de indução. Além disso, também 
avaliou-se a expressão gênica de uma alfa-glucosidase (agdB) homóloga de A. nidulans. Essa 
enzima é responsável pela hidrólise de maltose e sua expressão é maltose-dependente e foi 
utilizada para calcular a expressão relativa. 
Conforme apresentado na Figura 15A, pode-se observar que a quantidade relativa de 
RNAm aumentou na concentração mais elevada de maltose (5%), o que se relaciona 
diretamente à quantidade do indutor presente, entretanto, a xilanase GH10 (them1) é mais 
expressa que agdB até mesmo nas maiores concentrações de maltose (Figura 15B). É 
interessante notar que apesar dos baixos níveis de expressão de agdB, ele é um gene 
extremamente necessário para a degradação da maltose e está sendo produzido e secretado 
(visto em proteômica realizada em nosso laboratório de pesquisa) por A. nidulans. 
 
Figura 15 - PCR em tempo real de GH10 (them1) após cultivo em diferentes concentrações de 
maltose 0,01%; 0,1%; 1% e 5% por 8 horas. Análise realizada utilizando o gene tubC como controle 
endógeno. A) Expressão relativa ao them1 em 0,01% de maltose. B) Expressão relativa ao agdB. Os 
grupos continham n= 3 e as análises estatísticas foram realizadas por ANOVA seguido por teste de 
Tukey, p<0.05. O asterisco indica p ≤ 0,05 entre os grupos. Linha pontilha = 1. 
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Após avaliação da expressão gênica, a cepa A. nidulans Them1 foi cultivada em 
diferentes concentrações de maltose: 0,01; 0,1; 1; 2 e 5% por um período mais prolongado (36 
horas), sendo então analisados peso seco, atividade enzimática, proteína total e perfil de 
secreção por SDS-PAGE. Conforme apresentado na Figura 16A, não foi observado diferença 
na massa seca entre os cultivos com 0,01 e 0,1% de maltose, entretanto, observou-se massa 
micelial crescente a partir de 1% de maltose. 
Para avaliar o perfil de secreção da xilanase GH10 (Them1), o secretoma foi 
concentrado e analisado por SDS-PAGE (Figura 16B). Neste gel, estão apresentados 
primeiramente o secretoma da cepa controle A. nidulans A773, seguida pelo do transformante 
Them1 crescido em concentrações crescentes de maltose. As bandas que correspondem aos 
cultivos com 0,01 e 0,1% de maltose foram as mais intensas quando comparadas àquelas 
obtidas com níveis mais altos de maltose. 
Para determinação da atividade em um substrato específico, o extrato bruto de Them1 
foi incubado em meio reacional utilizando-se azo-xylan birchwood como substrato. Conforme 
apresentado na Figura 16C, os cultivos com 0,01 e 0,1% de maltose foram aqueles que 
apresentaram maior atividade, sendo observada uma queda na atividade com o aumento da 
concentração de maltose. Estes dados corroboram os resultados obtidos por SDS-PAGE em 
relação à intensidade das bandas, podendo-se observar que aparentemente níveis mais 
elevados de xilanase foram observados nos extratos obtidos a partir dos cultivos com 0,01 e 
0,1% de maltose.  
É possível analisar que a indução da xilanase GH10 (them1) pela concentração mais 
elevada de maltose (5%) levou ao aumento na quantidade de transcritos, entretanto a 
quantidade de enzima que realmente está sendo secretada é bem menor nessa concentração. 
Em contrapartida, menores quantidades de RNAm tendem a melhorar a secreção da enzima 
heteróloga. Possivelmente, grandes quantidades de RNAm estariam levando a sobrecarrega 
do RE e uma redução significativa na secreção desta proteína (Kaufman, 2004). 
Para análise de proteínas totais (Figura 16D), a linhagem controle A. nidulans A773 
apresentou maior quantidade de proteínas conforme o aumento na concentração de maltose, 
enquanto que para A. nidulans Them1 foi observado uma redução drástica na secreção de 
proteínas. Possivelmente, essa cepa estaria controlando o fluxo de proteínas a serem 
secretadas por Repression Under Secretion Stress (RESS). O RESS é um mecanismo de 
feedback ativado em condições de estresse no RE, como por exemplo na presença de grande 
fluxo de proteínas, regulando rapidamente a quantidade de RNAm que codificam uma 
variedade de proteínas (Pakula et al., 2003). Atualmente, a presença desse mecanismo para o 
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controle no fluxo de proteínas em condições de estresse já foi descrito em alguns fungos 
filamentos como T. reesei (Pakula et al., 2003) e A. nidulans (Zubieta et al., 2018). 
 
Figura 16 - Avaliações realizadas para Them1, após o cultivo em MM contendo diferentes 
concentrações de maltose: 0,01%; 0,1%; 1%; 2% e 5% por 36 horas. A) Atividade relativa de 
xilanase GH10 (Relativa a A. nidulans A773). B) Secreção de A. nidulans A773 e A. nidulans 
Them1 via SDS-PAGE C) Massa micelial seca da cepa A. nidulans Them1.  D) Proteína total secreta 
por A. nidulans A773, Them1 e controle A. nidulans A773. Os grupos continham n= 3 e as análises 
estatísticas foram realizadas por ANOVA seguido por teste de Tukey, p<0.05. O asterisco e 
cerquilha indicam p ≤ 0,05 entre os grupos.  
 
A indução da xilanase GH10 (them1) em diferentes concentrações de maltose 
indicaram que a produção dessa enzima não aumenta, mas, ao contrário, tende a diminuir, 
quando submetida a maiores concentrações de maltose (5%). 
 
5.5 Clonagem de xilanase GH10 (them1) em vetor de expressão TET-ON 
Atualmente a expressão de genes de interesse em fungos filamentosos tem sido 
controlada quantitativamente através de diversos promotores fortes. Contudo, a maioria destes 
promotores são controlados/dependentes do metabolismo e não permitem o ajuste fino da 
expressão gênica (Meyer et al., 2011). 
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Apesar de glaAp ser considerado um promotor forte e muito utilizado para a produção 
de proteínas heterólogas, o indutor maltose também leva a um aumento na síntese de diversas 
proteínas o que pode levar a sobrecarga no RE, diminuindo a eficiência no enovelamento das 
proteínas (Hoang et al., 2015). 
AmyR é um fator de transcrição que regula a transcrição de genes para a degradação da 
maltose sendo, portanto, induzido na presença deste substrato. Entretanto, estudos 
demonstram que o papel do AmyR vai além da indução de α-amilases e glucoamilases 
responsáveis pela hidrólise da maltose, também está envolvido na regulação da expressão de 
diversos genes como de α- e β-glucosidases, α- e β-galactosidases (VanKuyk et al., 2012). 
Com isso, a nossa pergunta foi: se pudermos ativar a expressão gênica da xilanase 
GH10 (them1) independente de um indutor de outras enzimas, e consequentemente 
diminuirmos a sobrecarga no RE, seria possível melhorar a secreção da proteína alvo? Para 
isso, selecionou-se um vetor com um sistema TET-ON, no qual a ativação da transcrição 
gênica é controlada pelo antibiótico doxiciclina (Dox) (Meyer et al., 2011). Em estudo 
realizado por Wanka et al., 2016, foi possível desenvolver um sistema de expressão utilizando 
o vetor TET-ON para rápida produção de luciferase em A. niger. Este sistema permitiu um 
preciso controle na expressão gênica, o que permitiu, por sua vez, rápida produção da enzima 
em baixíssimas concentrações de Dox. 
A partir desses resultados, decidiu-se desenvolver um novo sistema de expressão para 
a xilanase GH10 (them1) a fim de obter um ajuste mais fino da expressão e secreção, através 
de uma fonte independente do metabolismo de carboidratos. A partir da seleção deste vetor, 
foi realizada a clonagem de them1 no vetor TET-ON pelo método de Gibson (Figura 20A), 
seguida da transformação em A. nidulans A773 e confirmação por PCR (Figura 20B).  
 
Figura 20 - Eletroforese em gel de agarose 0,8 %. Amplificação por PCR dos genes A) M (Marcador), 
Inserto (xilanase GH10 them1) e Vetor (Tet-on) para clonagem pelo método de Gibson. B) M 
(Marcador), Transformantes T1 e T2, C+ (controle plasmídeo) e C- (DNA genômico A. nidulans 
A773).  
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Após clonagem e transformação em A. nidulans A773, foram obtidas duas cepas 
transformantes (T1 e T2), ambas foram selecionadas para avaliação da produção da enzima, 
sendo as cepas então transferidas para MM suplementado com 2% de glicose e diferentes 
concentrações de Dox: 0-0,1-1-5-10 e 20 µg/mL em cultivos realizados por 36 h a 37 ºC.  
Em seguida a atividade enzimática foi realizada utilizando-se azo-birchwood xylan, 
contudo, a atividade enzimática não foi detectada. Possívelmente então, o plasmídeo TET-ON 
não estaria sendo eficiente para expressar o gene termofílico alvo xilanase GH10 (them1). 
Entretanto, resultados adicionais ainda são necessários para tais conclusões, como análise de 
expressão gênica por real time e possivelmente realizar novas transformações afim de obter 
transformantes mais eficientes.  
 
5.6 Monitoramento do perfil de expressão e secreção de arabinofuranosidase  (Them5) 
Alfa-L-arabinofuranosidases são enzimas que liberam L-arabinose através da hidrólise 
de ligações alfa-L-1,2-, alfa-L-1,3- e alfa-L-1,5-arabinosil na cadeia de xilose. Estas enzimas 
atuam em sinergia com outras enzimas hemicelulolíticas para a completa degradação da 
hemicelulose. Estas enzimas vêm recebendo grande atenção em diferentes setores da indústria 
por serem adicionadas como suplementos para aumentar a digestibilidade de rações, na 
deslignificação de polpa de celulose e também na clarificação de sucos (Im et al., 2012). 
Tendo em vista a importância dessas enzimas em diversos setores da indústria e com 
os resultados obtidos ao avaliar a expressão e secreção da xilanase GH10 (Them1), decidimos 
também avaliar os padrões de expressão e secreção da arabinofuranosidase GH51 (Them5), a 
fim de averiguar se seria possível estabelecer condições ótimas de expressão gênica e 
secreção desta enzima. A partir dos resultados obtidos, assumindo a expressão de them5 em 
0,01%  igual a 1 (Figura 17A), pode-se observar que a expressão gênica novamente foi maior 
em concentrações mais elevadas de maltose (1 e 5%). Além disso, outra vez foi realizada uma 
análise relativa ao perfil de expressão de agdB, mostrando que them5 encontra-se 
majoritariamente igual ou mais expresso que agdB (Figura 17B). Com isso, nosso principal 
questionamento foi: se um gene heterólogo está sendo mais expresso que um homólogo de 
extrema importância para o metabolismo de carboidratos, por que a proteína correspondente 
não está sendo secretada? 
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Figura 17 - PCR em tempo real de arabinofuranosidase GH51 (them5), após cultivo em MM contendo 
diferentes concentrações de maltose 0,01%; 0,1%; 1% e 5% por 8 horas. Análise realizada utilizando o 
gene tubC como controle endógeno. A) Expressão relativa ao them5 em 0,01% de maltose B) 
Expressão relativa ao agdB. Os grupos continham n= 3 e as análises estatísticas foram realizadas por 
ANOVA seguido por teste de Tukey, p<0.05. O asterisco indica p ≤ 0,05 entre os grupos. Linha 
pontilha = 1. 
 
Para avaliação da secreção da  arabinofuranosidase termofílica GH51 (Them5) frente a 
diferentes concentrações do indutor, novamente realizou-se cultivos em 0,01; 0,1; 1; 2 e 5%, 
de maltose e, em seguida, ensaio enzimático e análise por SDS-PAGE. Contudo, a atividade 
enzimática não foi detectada, dados estes confirmados também pela análise de SDS-PAGE 
(Figura 18A). Estes resultados demonstram que mesmos com níveis consideráveis de 
expressão, não houve produção/secreção dessa enzima.  
Comparando-se A. nidulans Them1 com A. nidulans Them5, ambas as cepas 
apresentam níveis de expressão e secreção que diferem entre si, isto é, a xilanase GH10 
(Them1) foi mais expressa e secretada, enquanto que a arabinofuranosidase GH51 (Them5), 
apresentou níveis altos de RNAm, entretanto não foi secretada. 
Além disso, também avaliamos a produção de proteínas totais, a fim de verificar se 
RESS estaria se repetindo na cepa que produz a arabinofuranosidase GH51 (Figura 18B). Os 
resultados mostraram novamente um perfil de secreção menor quando comparado com a cepa 
controle A. nidulans A773, o que confirma repetidamente um perfil regulatório na secreção de 
proteínas totais em cepas que secretam proteínas heterólogas como forma de aliviar a alta 
carga proteica no RE. 
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Figura 18 - Avaliações realizadas para Them5, após o cultivo em MM contendo diferentes 
concentrações de maltose: 0,01%; 0,1%; 1%; 2% e 5% por 36 horas. A) Secreção de A. nidulans 
A773 e A. nidulans Them5 via SDS-PAGE. B) Proteína total secretada pelo controle A. nidulans 
A773 e A. nidulans Them5. Os grupos continham n = 3 e as análises estatísticas foram realizadas por 
ANOVA seguido por teste de Tukey, p<0.05. O asterisco e a cerquilha indicam p ≤ 0,05 entre os 
grupos. 
 
Em estudo realizado por Calzado et al., 2018 (em submissão), 3 cepas recombinantes 
de A. nidulans foram transformadas com genes das seguintes enzimas heterólogas: alfa-
arabinofuranosidase GH51 (AbfA) e beta-glucosidase GH3 (BglC) de A. fumigatus, e 
mananase GH5 termofílica (1542.1) de Archaea. Essas cepas apresentaram níveis de secreção 
e produção das enzimas heterólogas diferente entre si ao longo do tempo cultivo (Figura 19). 
AbfA atingiu altos níveis tanto de expressão gênica quanto de secreção, BglC apresentou 
apenas elevados níveis de transcritos, porém baixos níveis de secreção, enquanto que em 1542 
ambos os níveis de expressão e secreção foram mínimos. Estes resultados demonstram que os 
mecanismos de expressão e secreção de proteínas heterólogas pode apresentar variações 
dependendo da proteína-alvo a ser estudada, não sendo um comportamento específico de 
genes e proteínas termofílicas. 
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Figura 19 - Monitoramento da expressão gênica e secreção das proteínas heterólogas AbfA, BglC e 
1542 (Imagem extraída de Calzado et al., 2018 em submissão). 
 
A partir dos resultados obtidos nesta análise em diferentes concentrações de maltose, 
pode-se inferir que a baixa secreção das proteínas heterólogas termofílicas, em sua maioria 
não está relacionada aos níveis transcricionais, devido a quantidades significativas de RNAm 
observado nas análises realizadas por qPCR. Além disso, estudos demonstram que existem 
outros fatores envolvidos na regulação da tradução proteica que podem ser cruciais, não 
apenas a quantidade de RNAm, como exemplo concentrações de ribossomos, RNAt e a 
frequência de códons (Hernandez et al., 2011).  
Gygi e colaboradores (1999) demonstraram que a relação entre RNAm e proteína pode 
variar para alguns genes, por exemplo, enquanto alguns apresentavam um nível de proteína 20 
vezes maior que a quantidade de RNAm que estava sendo expressa, outros apresentavam até 
30 vezes mais transcritos em relação a quantidade de proteína sendo realmente produzida 
(Gygi et al., 1999). 
 
5.7 Influência da N-glicosilação na secreção de arabinofuranosidase Them5 
Outra hipótese levantada no decorrer do trabalho foi a possibilidade de que o padrão 
de N-glicosilação poderia influenciar a produção de enzimas termofílicas. A N-glicosilação é 
uma modificação pós-traducional que ocorre no RE e tem papel fundamental em diversos 
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processos celulares como, por exemplo, na resposta imune, comunicação celular e transporte, 
secreção, estabilidade, enovelamento e função de algumas proteínas (Hanson et al., 2009).  
A etapa de N-glicosilação ocorre durante a tradução da proteína. Esta etapa tem início 
com a transferência de uma cadeia de N-acetilglicosamina para o dolicol-fosfato, presente na 
membrana do RE e, logo após esta transferência, um resíduo de manose é então adicionado. 
Após a formação deste oligossacarídeo, ele é translocado para o interior do RE onde, 
novamente, são adicionadas novas moléculas de manose e glicose à cadeia de oligossacarídeo 
(Spiro, 2002; Helenius & Aebi, 2004). 
 Uma vez formada esta cadeia, ela irá se ligar à proteína alvo em uma sequência Asn-
Xaa-Ser/Thr que é passível de glicosilação. Quando a proteína estiver corretamente 
enovelada, resíduos de glicose são liberados da N-glicana e a proteína será então transportada 
para o complexo de Golgi onde o restante dos açúcares presentes na N-glicana podem ser 
removidos ou novos açúcares podem adicionados. Caso a proteína não esteja corretamente 
enovelada, será enviada ao proteossomo para que ocorra a sua degradação (Spiro, 2002; 
Helenius & Aebi, 2004). 
Diversos estudos têm mostrado que a glicosilação é essencial para secreção, atividade, 
especificidade ao substrato e estabilidade de algumas enzimas (Skropeta, 2009). Dessa 
maneira, a modulação da N-glicosilação em proteínas heterólogas termofílicas pode melhorar 
sua secreção.  
Para avaliar esta hipótese, a arabinofuranosidade GH51 termofílica (Them5) foi 
novamente utilizada como modelo de estudo, uma vez que sua sequência apresenta alto grau 
de similaridade (58%) com uma arabinofuranosidase endógena de A. nidulans (AbfC; 
AN1722). Inicialmente, foi realizada a análise dos sítios de N-glicosilação de ambas as 
proteínas utilizando o algoritmo NetNGlyc 1.0 Server. Nesta análise, quatro sítios de 
glicosilação foram previstos para AbfC, enquanto que para Them5, apenas um sítio foi 
identificado. A partir desses dados, as sequências foram alinhadas com o auxílio da 
ferramenta CLUSTAL O (1.2.4) multiple sequence alignment para o desenho do 
glicomutantes de Them5, baseando-se nos sítios de N-glicosilação preditos para AbfC. 
Interessante observar que, dos quatro sítios de N-glicosilação preditos em AbfC, três deles são 
quase idênticos em Them5, com alteração apenas do segundo aminoácido após a asparagina 
(N) (Figura 21A). Portanto, foi realizada a substituição de aminoácidos nos sequons N73, 
N144, N149 e N200 (destaque Figura 21A) na proteína alvo Them5.  
Em estudo realizado por Rubio et al., 2016, ao monitorar a N-glicosilação de 
CAZymes secretadas por A. nidulans, foi demonstrado que este grupo de enzimas tem 
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preferência (cerca de 70%) pelo sequon N-X-T quando comparado com N-X-S. Baseando-se 
nesta informação, a substituição de aminoácidos nos quatro sítios foi realizada com 
preferência para treonina. Além disso, a asparagina na posição 355 foi substituída por uma 
glutamina (Q) em Them5 afim de evitar a possível adição de N-glicanas (destaque sublinhado 
em vermelho) (Figura 21A).  
Por fim, foi possível a construção de modelos 3D das proteínas Them5_Wild Type, 
AbfC e Them5glyc, com o auxílio do Swiss-Model, ferramenta online para modelagem de 
estrutura proteica, a qual gerou um modelo em formato PDB para cada proteína alvo, em 
seguida, com o auxílio do programa PyMol 1.3, foi possível visualizar (destaque em 
vermelho) as cadeias de carboidratos ligadas a cada proteína (Figura 21B).  
O glicomutante de arabinofuranosidase GH51 (them5glyc) foi então sintetizado 
contendo sítios de restrição para as enzimas NotI e XbaI para posterior clonagem no vetor 
pEXPYR e transformação em A. nidulans A773. Após a síntese, foi realizada a clonagem do 
gene no vetor pEXPYR (Figura 22A) e transformação em A. nidulans A773 (Figura 22B).  
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Figura 21 - Análise comparativa entre proteína homóloga AbfC de A. nidulans, Them5_Wild Type de 
Thermotoga petrophila e Them5glyc_Mutant. A) Alinhamento entre as sequências de aminoácidos de 
AbfC, Them5_Wild Type e Them5glyc _Mutant. Destaque amarelo superior: sítio preditos de 
glicosilação homóloga AbfC, destaque amarelo inferior Them5glyc_Mutant. Destaque em vermelho 
sítio predito de glicosilação heteróloga Them5_Wild Type. B) Modelo estrutural 3D de Them5_Wild 
Type, homóloga AbfC e Them5glyc_Mutant. Destaque em vermelho cadeias de carboidratos ligadas 
aos sítios de glicosilação.  
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Figura 22 - Eletroforese em gel de agarose 0,8%. Amplificação por PCR dos genes A) Gene 
arabinofuranosidase them5glyc amplificado por PCR após clonagem em vetor PEXPYR. M (Marcador), 
C1 e C2 (clones positivos), C+ (Controle positivo DNA genômico cepa A. nidulans Them5). B) Gene 
arabinofuranosidase them5glyc amplificado por PCR após transformação em A. nidulans A773. M 
(Marcador), Transformantes: T1, T2, T3, T6, T7, T8, T10, T11, T12 e T10, C+ (Controle positivo 
cepa A. nidulans Them5), C- (Controle negativo DNA genômico cepa A. nidulans A773). 
 
Uma vez clonado em A. nidulans, foi possível avaliar a produção de Them5glyc e 
verificar se o redesenho da N-glicosilação resultaria na produção da enzima-alvo. 
Inicialmente, foi realizada a avaliação da secreção por SDS-PAGE (Figura 23) e dosagem da 
atividade enzimática utilizando-se arabinana (Megazyme) como substrato. Contudo, não foi 
possível identificar no gel a banda de 55 kDa correspondente ao tamanho da proteína de 
interesse, e tampouco foi detectada a atividade enzimática. 
 
 
Figura 23 - Perfil em SDS-PAGE de proteínas totais de cepas transformantes de A. nidulans. 
Marcador (M), A. nidulans A773, A. nidulans Them5 seguido pelos transformantes: T1, T2, T3, T6, 
T7, T8 e T10.  Tamanho esperado de arabinofuranosidase GH51: 55 kDa 
Até o momento, não foram encontrados na literatura relatos sobre a clonagem de 
arabinofuranosidases GH51 provenientes de organismos hipertermofílicos e expressão em 
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fungos, tampouco em relação à adição de sítios de glicosilação buscando melhorar a produção 
dessas enzimas. Estes resultados podem indicar dificuldade na produção heteróloga de 
arabinofuranosidase GH51 termofílica por fungos filamentos.   
Apesar desses resultados, decidiu-se avaliar os níveis de expressão gênica, após a 
construção de them5glyc. Para isso, selecionou-se as cepas nomeadas Them5.3glyc e 
Them5.6glyc. Observou-se variação significativa nos níveis de transcritos entre os diferentes 
transformantes (Figura 24A), sendo possível concluir que os genes os quais tiveram sítios de 
glicosilação adicionados foram bem menos expressos que o gene selvagem da 
arabinofuranosidase GH51 (them5).  
Associado à expressão gênica, buscou-se relacionar o número de cópias no genoma 
com a quantidade de transcritos encontrado, uma vez que vários números de cópias podem 
levar a alta expressão de um gene específico, e, finalmente, a um bom rendimento na 
produção da enzima alvo. Para isso o número de cópias do gene heterólogo foi determinado 
por Southern blot. A partir dos resultados (24B) obtidos foi possível observar que o número 
de cópias no glicomutante Them5.3glyc foi de aproximadamente nove, enquanto Them5.6glyc 
apresenta aproximadamente sete cópias, quantidade bem maior quando comparados com 
Them5 que apresentou quatro cópias integradas ao genoma, sugerindo que o número de 
cópias, neste caso, não tem relação direta com a quantidade de transcritos. 
 
Figura 24 - A) PCR em tempo real de arabinofuranosidase GH51 (them5), them5.3glyc e them5.6glyc 
após cultivo em MM contendo 2% de maltose por 8 horas. Análise realizada utilizando o gene tubC 
como controle endógeno e expressão relativa ao them5. Os grupos continham n = 3 e as análises 
estatísticas foram realizadas por ANOVA seguido por teste de Tukey, p<0.05. O asterisco indica p ≤ 
0,05 entre os grupos. B) Análise de Southern blot. A. nidulans A773 (Controle negativo), A. nidulans 
Them5, A. nidulans Them5.3glyc e A. nidulans Them5.6glyc. 
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Concluímos que além de a adição dos sítios de glicosilação na proteína heterológa não 
resultar na produção da enzima alvo, o maior número de cópias integradas no genoma de A. 
nidulans não resultou necessariamente em maior expressão do gene alvo. Entretanto, algumas 
abordagens ainda podem ser adotadas buscando a secreção da arabinofuranosidase GH51 
(them5glyc) glicomutante, com por exemplo novas transformações no A. nidulans afim de 
encontrar novos transformantes com melhores níveis de expressão gênica. 
Além disso, a síntese do glicomutante da arabinofuranosidase GH51 (them5glyc) com 
códons otimizados pode ser uma estratégia promissora, uma vez que a enzima utilizada neste 
trabalho mantém os códons originais de Thermotoga petrophila, os quais apresentam baixo 
grau de similaridade (45%) em relação aos códons de A. nidulans (Tabela 4). 
 
5.8 Otimização das condições de cultivo 
A otimização das condições de cultivo é um fator primordial para reduzir os custos de 
produção e aumentar/melhorar a produção de enzimas. Neste sentido, a otimização de 
parâmetros como pH, tempo de indução devem ser controlados no desenvolvimento do 
processo (Abidi et al., 2011).  
Muitos genes de fungos filamentosos são regulados pelo pH do ambiente. Em estudo 
realizado por Denison (2000) é relatado que em A. niger, a produção de proteases e fosfatases 
extracelulaes são fortemente reguladas pelo pH do meio. A. niger é conhecido por acidificar o 
meio à medida que se desenvolve (Denison, 2000). Com isso, o desenvolvimento de estratégia 
para o controle do pH é útil afim de aumentar a produtividade na produção de proteínas 
heterólogas. 
O’Donnell e colaboradores (2001) realizaram o cultivo de A. niger para a produção de 
glucoamilase, em meio de cultivo com pH controlado, afim de minimizar a ação de proteases 
e aumentar o rendimento da proteína recombinante. Foi observado um aumento de até 10 
vezes na produção da proteína alvo quando comparado com meio sem pH controlado 
(O’Donnell et al., 2001). 
Com isso, decidiu-se avaliar se a secreção da proteína arabinofuranosidase GH51 
(Them5) e do glicomutante Them5.3glyc seria influenciada pelo tempo de indução e pelo pH 
do meio de cultura. Para isso, as cepas Them5 e  Them5.3glyc foram cultivadas em MM com 
2% de maltose, acrescido de tampão Hepes 100 mM pH 6,5 e o nível de secreção foi avaliado 
após 24, 36, 48 e 72 horas de indução. Após cultivo, foi realizada a avaliação de secreção por 
SDS-PAGE (Figura 25) e da atividade enzimática. Contudo, não foi possível identificar no 
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gel a banda de 55 kDa, correspondente ao tamanho da proteína de interesse e tampouco foi 
detectada a atividade enzimática mesmo após longos períodos de indução. Com isso, é 
possível concluir que mesmo após o controle do pH com a adição de Hepes ao meio de 
cultura e longos períodos de indução da expressão gênica, não resultou na secreção da 
proteína arabinofuranosidase GH51 (Them5). 
 
Figura 25 - Perfil em SDS-PAGE de proteínas totais de cepas transformantes de A. nidulans. 
Marcador (M), seguido por tempos de cultivo: 12, 24, 36, 48 e 72 horas, nas cepas A. nidulans Them5 
(esquerda) e A. nidulans Them5.3glyc (direita). 
 
5.9 Influência de proteases na secreção de proteínas heterólogas 
Estudos relatam que um dos maiores gargalos na produção de proteínas heterólogas é 
a degradação proteolítica por proteases fungicas. Para tentar minimizar problemas com 
proteólise, alguns autores desenvolveram cepas deficientes em proteases. Broekhuijsen e 
colaboradores (1993) construiram uma cepa de A. niger deficiente em proteases a qual 
resultou na secreção da proteína heteróloga interleucina-6 (Broekhuijsen et al., 1993). 
Além disso, outras abordagens podem ser empregadas como a utilização de inibidores de 
proteases a fim de minimizar a ação de proteases durante o cultivo. Neste sentido, tentando 
minimizar a ação de proteases no secretoma de A. nidulans e avaliar o perfil de secreção de 
proteínas totais e heterólogas, selecionou-se as cepas A. nidulans Them1, A. nidulans Them5 
e A. nidulans A773 para cultivo em meio contendo o inibidor de proteases fluoreto de 
fenilmetilsulfonil (PMSF) 0.5 mM, que tem como alvo serinas proteases, como por exemplo, 
tripsina, quimiotripsina, trombina e papaína.  
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Os resultados mostram que (Figura 26), de maneira geral, proteases não interferem 
significativamente na secreção de proteínas totais tanto na cepa controle A. nidulans A773, 
quanto A. nidulans Them1 e A. nidulans Them5. 
 
Figura 26 – Análise proteica após cultivo em MM com 2% de maltose sem e com inibidor de protease 
por 36 horas. A) Proteína total secretada pelo controle A. nidulans A773,  A. nidulans Them1 e A. 
nidulans Them5. B) Avaliação atividade relativa de xilanase GH10 (relativa a A. nidulans A773). Os 
grupos continham n= 3 e as análises estatísticas foram realizadas por Teste T. Não houve diferença 
significativa entre os grupos. 
 
Adicionalmente foi realizada uma avaliação na secreção da proteína heteróloga 
xilanase GH10 (Them1), após cultivo com inibidor de protease a fim de verificar se a ação de 
proteases estaria influenciando na produção da enzima alvo. De acordo com a Figura 26, é 
possível observar que não houve diferença significativa na secreção de xilanase GH10 
(Them1) após o cultivo em meio com inibidor de protease em relação ao cultivo sem inibidor 
de protease. 
A partir dos resultados obtidos ao avaliar a secreção de proteínas totais e heterólogas 
em meio de cultivo com inibidor de protease, podemos concluir que as proteases parecem não 
degradar proteínas de modo geral ou mesmo a xilanase GH10 termofílica (Them1) em A. 
nidulans. 
 
5.10 Comparação da expressão gênica e produção/secreção de xilanase homóloga XlnE e 
heteróloga Them1 em A. nidulans   
Visto que a xilanase heteróloga (Them1) esta sendo expressa e secretada corretamente 
em A. nidulans, decidiu-se fazer um estudo comparativo dos níveis de expressão gênica e 
produção/secreção em relação a uma xilanase homóloga (XlnE). Inicialmente, realizou-se o 
alinhamento entre as sequência de ambas as proteínas (Figura 27A) e foi possível identificar 
uma similaridade de 44% entre elas. Além disso, foi realizada a modelagem 3D das proteínas 
Them1 e XlnE, obtida por homologia de sequências utilizando o Swiss-Model (Figura 27B). 
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Figura 27 - Análise comparativa entre proteína heteróloga Them1 de Thermotoga petrophila e 
homóloga XlnE de A. nidulans. A) Alinhamento entre as sequências de aminoácidos Them1 e XlnE. 
B) Modelo estrutural 3D de Them1 e XlnE.  
Posteriormente, realizou-se análise de qPCR, a qual demonstrou (Figura 28A) que 
ambas as cepas apresentaram níveis de diferentes expressão, sendo o gene xlnE mais expresso 
que o gene heterólogo them1. Estes dados também acompanham os níveis de secreção, XlnE 
apresentou elevados níveis de secreção, já Them1 apresentou menores níveis de secreção 
(Figura 28B). Além disso, ao avaliarmos o número de cópias integradas ao genoma de A. 
nidulans (Figura 28C), Them1 possui aproximadamente cinco cópias enquanto XlnE apenas 
uma cópia. Novamente, o maior número de cópias integradas no genoma de A. nidulans não 
resultou necessariamente em maior expressão do gene heterólogo (them1). 
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Estes resultados confirmam resultados já descritos anteriormente (Figura 19), quando 
analisado a expressão e secreção de alfa-arabinofuranosidase GH51 (AbfA) e beta-
glucosidase GH3 (BglC) de A. fumigatus, e mananase GH5 termofílica (1542.1) de Archaea. 
Proteínas heterólogas podem apresentar variações de expressão e secreção entre si, porém 
ainda assim são menos expressas quando comparadas com proteínas homólogas. 
 
Figura 28 – Avaliação da expressão gênica e produção/secreção de XlnE em comparação com Them1 
após cultivo em MM contendo 2% de maltose por  36 horas. A) PCR em tempo real de xlnE e them1. 
Os dados foram normalizados em relação ao gene tubC e expressão relativa a them1. B) Atividade 
relativa de xilanase GH10 (relativa à atividade de Them1). Os grupos continham n= 3 e as análises 
estatísticas foram realizadas por Teste T. O asterisco indica p ≤ 0,05 entre os grupos. C) Análise de 
Southern blot. A. nidulans A773 (Controle negativo), A. nidulans Them1 e A. nidulans XlnE. 
 
6 CONCLUSÕES 
  
Inicialmente o objetivo deste trabalho foi avaliar a expressão e secreção de seis 
enzimas hipertermofílicas em A. nidulans, sendo elas: xilanase GH10 (Them1), arabinanase 
GH43 (Them4), arabinofuranosidase (Them5), endoglucanase GH12 (Tcel1; o-egla), 
endoglucanase GH12 (Tcel6; ZP#4) e endoglucanase processiva GH5 (Tcel4; E1). Os 
resultados iniciais mostraram que, em sua maioria, os genes heterólogos foram expressos em 
A. nidulans, entretanto, a análise da atividade enzimática extracelular das enzimas alvo mostra 
que apenas a xilanase GH10 (Them1) foi secretada.  
Devido a falta de estudos voltados à produção heteróloga de enzimas termofílicas em 
fungos filamentosos, sugerimos que, possivelmente, A. nidulans tem dificuldade na produção 
de enzimas heterólogas provenientes de organismos filogeneticamente distantes, como 
bactérias e arquéias. Contudo, tais resultados ainda não são suficientes para esclarecer os 
problemas envolvidos na produção das demais enzimas alvo deste trabalho, mas mostram que 
o gargalo não esta a nível transcricional, uma vez que a maioria dos respectivos genes foram 
expressos em A. nidulans. 
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Os dados mostram ainda que a xilanase GH10 (Them1) pode ser expressa e secretada 
com sucesso em A. nidulans ao utilizar um promotor induzido por maltose, entretanto, ao 
mudarmos o sistema de expressão para o TET-ON, que independe do metabolismo de 
carboidratos, a produção desta enzima parece não ser eficiente. Entretanto, mais estudos ainda 
são necessários para concluir se este sistema seria ou não eficaz para a produção xilanase 
GH10 termofílica. 
Além disso, visando solucionar o problema de secreção adicionou-se sítios de N-
glicosilação na sequência de arabinofuranosidase GH51 (Them5),  mimetizando sítios 
similares identificados em uma proteína homóloga de A. nidulans (AbfC), uma vez que 
estudos relatam que a N-glicosilação pode melhorar a secreção de proteínas. Nosso resultado 
demonstrou que não houve a secreção da proteína alvo, entretanto, curiosamente o nível de 
expressão gênica nos glicomutantes foi bem menor quando comparado com 
arabinofuranosidase GH51 (Them5) antes do redesenho dos sítios. No entanto, ao analisarmos 
o número de cópias integradas ao genoma, os glicomutantes Them5.3glyc e Them5.6glyc 
apresentaram maior número do que Them 5, concluindo assim, que neste caso, o número de 
cópias não tem relação direta com a quantidade de transcritos. 
Tentou-se também otimizar as condições de cultivo e inibir proteases no meio de 
cultura a fim de melhorar a produção da xilanase GH10 (Them1) e da arabinofuranosidase 
GH51 (Them5). Entretanto, não foi observado melhoria quanto a secreção dessas proteínas 
após otimização de diferentes parâmetros tais como tempo de indução da expressão gênica e 
inibição da ação de proteases. 
Por fim, avaliou-se comparativamente a expressão/secreção e produção de uma 
xilanase homóloga (xlnE/AN7401) em relação a heteróloga Them1 e pode-se concluir que os 
mecanismos de expressão e secreção de proteínas heterólogas pode variar de acordo com a 
proteína-alvo a ser estudada, não sendo um comportamento específico de genes e proteínas 
termofílicas.  
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